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  Actualmente,  es  fundamental  conocer  en  profundidad  todos  los  aspectos 
relacionados  con  el  aroma  de  los  alimentos  para  garantizar  una  calidad  óptima  y 
poder desarrollar en el futuro productos aún mejores, adecuados a  los gustos de  los 
consumidores a quienes vaya destinado. Por este motivo, el análisis de la composición 
aromática de  los alimentos constituye uno de  los principales  retos de  la  industria e 
investigación alimentarias.  




aroma,  al mismo  tiempo  que  la  valoración  de  las  cualidades  aromáticas  tan  solo 
puede  realizarse  empleando  la  nariz  humana.  De  ahí  que  sea  la  cromatografía  de 
gases con detección olfatométrica la única técnica que permite llevarlo a cabo.  
  A  partir  de  estas  premisas,  los  objetivos  que  se  propone  abordar  esta  tesis 
doctoral son los siguientes: 
  1.‐  Caracterizar  el  aroma  de  tres  alimentos  distintos  (el  vinagre  de  vino,  los 
pistachos  tostados  y  el  aceite  de  oliva)  mediante  el  empleo  de  la 
cromatografía de gases‐olfatometría. 
  2.‐  Comprobar  la  eficacia  de  dos  técnicas  de  extracción  y  concentración  de 
volátiles  (la microextracción  en  fase  sólida  sobre  el  espacio  de  cabeza  y  la 
extracción  directa  con  disolventes  seguida  de  high‐vacuum  transfer)  en  la 
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obtención  de  extractos  aromáticos  representativos  de  los  alimentos 
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CAPÍTULO 1
Presentación
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a  formarse  ya  al  final  del  primer  mes  de  gestación.  También  es  el  sentido  más 
evolucionado  en  el  momento  del  nacimiento  [1].  Sin  embargo,  a  medida  que 
crecemos  y  que  nuestros  otros  sentidos  se  perfeccionan,  estos  últimos  ganan  en 




  La sociedad actual en  la que vivimos ha sustituido parte de  la  información que 







aspectos  de  nuestra  vida.  Es  el  único  sentido  capaz  de  modificar  nuestro 
comportamiento,  de  alterar  nuestro  estado  de  ánimo  o  de  provocar  reacciones 
fisiológicas inmediatas en nuestro organismo de forma directa. Además, se encuentra 
estrechamente  relacionado  con  las  zonas  cerebrales  que  controlan  y  regulan  la 






mejorar  los  productos  alimenticios  para  ofertar  otros  de  mayor  calidad, 
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lo  constituyen  y  qué  notas  aromáticas  proporcionan,  cuál  es  su  procedencia  y 
evolución a  lo  largo de  la vida útil del producto, en qué concentraciones aparecen y 
cómo  interaccionan  con  el  resto  de  componentes,  etc.  Además,  existen  distintos 
alimentos  que  se  consumen,  no  por  su  aporte  nutritivo,  sino  por  el  placer  que 
proporciona su degustación, como ocurre, por ejemplo, con el vino. En estos casos, las 
propiedades organolépticas de  los productos, entre  las que  se encuentra el aroma, 
juegan un papel esencial. 
    Pero analizar el aroma no es una tarea sencilla. Lo constituyen centenares de 




contiene.  Sin  embargo,  existen  diversas  técnicas  analíticas  que,  aunque  con 
limitaciones, son capaces de proporcionar  información muy útil y valiosa acerca del 
aroma. 
  Las  técnicas cromatográficas, y más concretamente,  la cromatografía de gases, 
son  las más  adecuadas  cuando  se  pretende  estudiar  la  fracción  aromática  de  un 
producto.  Gracias  a  ellas  es  posible  averiguar  qué  compuestos  químicos  integran 
dicha  fracción  y  en  qué  concentraciones.  Y,  de  entre  todas  las  técnicas 
cromatográficas,  hay  que  destacar  la  cromatografía  de  gases  con  detección 
olfatométrica  (GCO),  en  la  que  se  emplea  la  nariz  humana  como  detector 
cromatográfico  en  paralelo  con  otro  detector  [3].  De  esta  manera  se  combinan 
respuesta instrumental y sensorial, lo que permite identificar los compuestos volátiles 
que  presentan  olor  de  entre  la  totalidad  de  la  fracción  volátil  de  una  muestra. 
Además, a  lo  largo de  los  años  se han desarrollado diferentes metodologías  con el 
objetivo de evaluar la contribución de cada odorante en el aroma global del producto 
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  Sin  embargo,  es  necesario  obtener  un  extracto  aromático  representativo  del 
producto  a  analizar  antes  de  llevar  a  cabo  el  análisis  cromatográfico.  El 
pretratamiento de  las muestras es un paso  crítico en  toda  investigación aromática, 
por lo que supone un importante reto para quienes se dedican a ella. A lo largo de los 
últimos  años  se  han  producido  mejoras  en  los  métodos  clásicos  de  extracción  y 
concentración y han aparecido nuevas  técnicas de pretratamiento. Pero, a pesar de 
estos  avances,  todavía  no  existe  un  único método  ideal  para  la  obtención  de  un 
extracto aromático representativo, sea cual sea la muestra que se quiera analizar o la 
finalidad que se persiga. 
  El  grupo  de Química  Analítica  Enológica  y  de  los  Alimentos  de  la Universidad 




6], a  lo  largo del  tiempo el objetivo  se  concretó en el estudio y  caracterización del 
aroma del vino de distintas variedades [7], gracias a la aplicación de la GCO, con muy 
buenos  resultados. Por  ese motivo,  cuando  se planteó  el desarrollo de  la presente 
tesis doctoral,  se  creyó  interesante ampliar el análisis del aroma a otros productos 
alimenticios,  pero  siempre mediante  el  uso  de  la GCO.  Inicialmente,  el  trabajo  de 
investigación  se  dirigió  hacia  el  estudio  del  aroma  del  vinagre  de  vino,  dada  su 




incluido  los  artículos  derivados  de  la  experimentación  realizada.  Cada  capítulo,  a 
excepción del capítulo 2, presenta una primera parte donde se  introduce y detalla el 
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cuando  se  trabaja  con  él.  Asimismo,  se  hace  referencia  a  las  distintas  formas  de 
analizarlo  con  las  que  se  cuenta  actualmente.  El  capítulo  3  se  centra  en  la 
cromatografía de gases‐olfatometría,  sus  características y aplicaciones en el análisis 
del  aroma  de  los  alimentos.  En  él  también  se  detallan  las  dos  técnicas  de 






para  su  publicación,  se  caracterizan  y  cuantifican  los  compuestos  implicados  en  el 
aroma  de  este  tipo  de  vinagre,  los  cuales  se  extraen  y  concentran  mediante  la 
microextracción  en  fase  sólida  sobre  el  espacio  de  cabeza  (HS‐SPME).  También  se 
determinan  los  umbrales  de  percepción  para  estos  odorantes  en  una  matriz 





momento  de  redactar  esta memoria.  En  el  primero  de  ellos  se  realiza  un  estudio 
comparativo de dos técnicas de extracción y concentración de volátiles: la HS‐SPME y 
la  extracción  directa  con  disolventes  (DSE)  seguida  de  high‐vacuum  transfer  (HVT). 
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Ambas  técnicas  se  aplican  sobre  la  misma  variedad  de  pistachos  tostados,  y  los 
extractos obtenidos se analizan mediante GCO. Aunque las dos técnicas proporcionan 
resultados similares y demuestran ser eficaces extrayendo los odorantes de este tipo 
de  frutos  secos,  la  SPME,  que  es más  rápida  y  limpia,  permite  detectar  un mayor 
número  de  regiones  aromáticamente  activas.  Además,  estas  regiones  se  perciben 
hasta  factores  de  dilución más  altos.  Por  ese motivo,  para  la  siguiente  parte  del 
estudio se decidió utilizar la SPME como técnica de extracción y concentración. 
  En el artículo derivado de esta segunda  fase de  la  investigación se caracterizan 
los compuestos responsables del aroma de dos variedades distintas de pistachos. La 
técnica olfatométrica de dilución empleada, el AEDA (Aroma Extract Dilution Analysis) 
permite  una  primera  jerarquización  de  los  odorantes.  La  comparación  de  los 
resultados olfatométricos obtenidos para cada variedad demuestra que una de ellas 
tiene un perfil aromático más  rico que  la otra,  resultados que  corrobora el análisis 
sensorial descriptivo que se lleva a cabo. 
  Por último, el capítulo 6 de  la memoria se centra en el análisis de  la evolución 
natural  del  aroma  del  aceite  de  oliva  virgen  embotellado  bajo  tres  atmósferas 
diferentes:  aire,  nitrógeno  y  argón.  El  periodo  de  tiempo  elegido  (un  año) 
corresponde con la vida útil habitual del aceite. Para lograr una oxidación natural, no 
se aplican altas temperaturas ni se modifican las condiciones de almacenamiento, de 
manera  que  éstas  coinciden  con  las  que  usualmente  soporta  el  producto  que  se 
consume  en  los  hogares.  Además  del  análisis  olfatométrico  del  aroma  del  aceite, 
también  se  hace  un  seguimiento  de  su  oxidación  mediante  la  determinación  de 
ciertos parámetros que establece  la  actual  legislación. Gracias  a este estudio  se ha 
podido concluir que el aceite de oliva virgen embotellado con aire pierde parte de su 
calidad organoléptica antes que el aceite embotellado bajo algún  tipo de atmósfera 
protectora,  aunque  era  algo  previsible.  Sin  embargo,  lo  que  se  ha  demostrado  al 
aplicar  la GCO  en  el  análisis  del  aroma  del  aceite  es  que  la  pérdida  de  calidad  en 
realidad  se produce  antes de  lo que  indican  los parámetros químicos. Esto  viene  a 
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  Finalmente,  en  las  últimas  páginas  se  recogen  las  conclusiones  fruto  de  los 
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  Gracias a  los sentidos percibimos el mundo que nos  rodea. La vista, el oído, el 
tacto, el gusto y el olfato nos permiten recibir, seleccionar, organizar e  interpretar  la 
información  que  produce  nuestro  entorno  y  que  nos  llega  a  través  de  distintos 
estímulos. 
  Los  sentidos  del  olfato  y  el  gusto  constituyen  los  denominados  sentidos 
químicos, ya que  resultan de  la  interacción directa de  ciertos  compuestos químicos 
con nuestros sistemas receptores periféricos: el epitelio olfatorio localizado en la nariz 
y  los  botones  gustativos  que  se  encuentran  en  la  lengua  [1].  Ambos  son  los más 
primitivos  de  nuestros  sistemas  sensoriales,  con  una  historia  evolutiva  de  500 
millones  de  años,  y  directamente  relacionados  con  las  necesidades  básicas  del  ser 
humano:  la  alimentación  y  la  detección  de  peligros,  cuyo  objetivo  es  preservar  el 






generamos  los  mecanismos  de  identificación.  Posteriormente,  los  humanos 
desarrollamos  un  nuevo  estrato  cerebral,  capaz  de  interactuar  con  las  partes 
emocionales y de integrar y procesar lo registrado por los sentidos [5].  
  Así, el olfato está ligado a la parte de nuestro cerebro que controla la memoria  y 
las  emociones,  de  forma  que,  frecuentemente,  memoria,  emoción  y  olor  se 
encuentran  interrelacionados  [3,  6].  Esto  hace  que,  al  percibir  un  determinado 
estímulo  oloroso,  nuestra  mente  se  traslade  a  aquella  situación  que  nosotros 
asociamos  con  él,  de manera  que  somos  capaces  de  sentir  lo  que  sentiríamos  si 
realmente nos encontrásemos en dicho contexto.  
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  Por  su  parte,  el  sentido  del  gusto  está  íntimamente  relacionado  con  las 
consecuencias internas de la digestión, siendo el responsable, ya desde la infancia, de 
nuestras preferencias por  los  sabores asociados a  la nutrición y de nuestro  rechazo 
visceral a aquellos sabores que nos hayan provocado náuseas en alguna ocasión [2].  
  Finalmente,  los  sentidos  del  olfato  y  el  gusto  se  encuentran  estrechamente 
conectados  entre  sí,  llegándose  a  confundir  en  ocasiones  cuál  de  ellos  recibe 
realmente  el  estímulo  químico  que  los  desencadena.  Ambos  sentidos  intervienen 



















  El epitelio olfatorio  se  sitúa a  lo  largo de  la parte  superior de  la cavidad nasal, 
está  cubierto  por  la  denominada mucosa  olfatoria  y  constituye  el  tejido  receptor 
donde  se  fijan  las moléculas  que  presentan  olor.  En  él  encontramos  tres  tipos  de 
células: las receptoras, las de sostén y las basales (Figura 2.2). 
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humana,  con  una  vida  media  de  entre  uno  y  dos  meses  [8].  Estas  neuronas 
receptoras,  aunque  pequeñas,  presentan  largas  dendritas  que  consiguen  contactar 
con el exterior, donde forman unos botones. De estos botones salen numerosos cilios, 
los cuales se dispersan por  la cara más externa del tejido receptor, y cuya superficie 
está  sembrada de partículas que  se  consideran  realmente  los  receptores donde  se 
fijan los odorantes. Por otro lado, desde la cara basal de las células receptoras parten 













  Las  células  de  sostén  o  sustentaculares  son  las  mayoritarias  en  el  epitelio 
olfatorio,  ocupando  casi  un  tercio  del mismo.  Se  encargan  de  separar  las  células 
receptoras  entre  sí  y  de  regular  la microcomposición  de  la mucosa,  así  como  de 
desactivar odorantes  y de proteger  al  epitelio de  los  agentes  externos. Aunque no 
tienen  cilios,  sí  presentan  numerosas  microvellosidades  que  se  sumergen  en  la 
mucosa. Por su parte, las células basales son las que dan lugar a los otros dos tipos de 
células cuando el epitelio olfatorio se daña. 
  El  bulbo  olfatorio  es  una  proyección  frontal  del  cerebro  que  constituye  un 
complejo centro neuronal donde  las señales sensoriales se  filtran y modifican. En él 
actúan cinco tipos distintos de neuronas: dos de ellas (las células mitrales y las células 
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en  penacho)  reciben  información  del  epitelio  que  luego  envían  hacia  la  corteza, 
mientras que las otras tres median en interacciones locales. En el bulbo convergen los 
nervios procedentes del  epitelio olfatorio,  los  cuales  terminan  en  los denominados 
glomérulos donde se producen  las principales  interacciones entre esos nervios y  las 




















  A  continuación,  los axones de  las neuronas de proyección del bulbo  forman el 
tracto olfatorio lateral, el cual conecta directamente con las distintas estructuras de la 
corteza  olfatoria  primaria  (el  núcleo  olfatorio  anterior,  la  corteza  piriforme,  el 






convierte  en  una  señal  eléctrica  que  se  transmite  al  cerebro  tiene  lugar  en  la 
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superficie  de  los  cilios  del  epitelio  olfatorio  [7,  9,  10].  Es  lo  que  se  conoce  como 
transducción. 
  Para que  la  cascada de  actividad enzimática que  constituye  la  transducción  se 
desencadene, primero es necesario que  los odorantes atraviesen  la  cavidad nasal y 
alcancen  la  mucosa  olfatoria,  de  ahí  que  la  mayoría  sean  partículas  volátiles  e 
hidrofóbicas. A continuación, una vez que llegan a dicha mucosa, deben disolverse en 
el mucus y atravesarlo para acceder a la superficie de los cilios. 
  De  acuerdo  con  la  Figura  2.4,  en  las membranas  de  estos  cilios  encontramos 
distintas proteínas  receptoras  (R) a  las cuales se  fijan  las moléculas olorosas,  lo que 
activa las proteínas fijadoras de guanidín‐trifosfato (GTP) (representadas en el dibujo 
por  la  letra “α”, aunque  las específicas del sistema olfatorio se denominan Golf), que 
actúan como mediadoras en la activación de la adenilato ciclasa (AC) y cuya función es 
amplificar  los  efectos  de  la  transducción.  El  acoplamiento  de  una  única molécula 
olorosa a  los receptores activa cientos de proteínas Golf,  las cuales, al unirse a  la AC, 





























  Las  moléculas  de  cAMP  actúan  directamente  sobre  la  membrana  celular 
cambiando  la estructura de  los  canales proteínicos, de manera que  los  cationes de 
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hacia  valores más  positivos,  lo  que  crea  los  potenciales  de  acción,  los  cuales  son 
conducidos hasta el cerebro a través de los axones de las células receptoras.  


















gustativo  llega  al  cerebro  desde  su  parte  posterior  y,  además,  acompañada  por 
sensaciones táctiles.  
  En el ser humano, el sistema gustativo está  localizado  fundamentalmente en  la 
lengua, donde sus receptores se agrupan en botones gustativos, estructuras en forma 
de  copa  situadas  en  pequeñas  elevaciones  de  la  lengua  denominadas  papilas. 
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grados  de  desarrollo  [2,  7]  (Figura  2.5), 
que se extienden desde  la base del botón 
hasta  la  superficie  de  la  lengua,  donde 
proyectan finas microvellosidades a través 


























• las  papilas  foliadas,  localizadas  a  lo 
largo  de  los  bordes  laterales  de  la 
lengua  en  forma  de  cinco  o  seis 
pliegues  verticales en  la  superficie del 
epitelio;  




núcleo  del  tracto  solitario  (NTS),  donde  también  llega  información  procedente  del 
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la  comida  o  activando  reflejos  pancreáticos  y  gastrointestinales.  Otras  fibras  se 







  Al  contrario  de  lo  que  ocurre  en  el  olfato,  los  estímulos  gustativos  son 
principalmente solubles en agua y no volátiles, de manera que se  liberan durante  la 
masticación,  llegando  a  los  receptores  a  través  de  la  saliva.  Estos  receptores 
gustativos  se  encuentran  en  las microvellosidades  de  las  células  receptoras  de  la 
lengua en forma de canales de iones o de proteínas receptoras especializadas [2, 7], y 
la interacción de las sustancias sápidas con ellos provoca cambios en la conductancia 
de  la membrana  y  una  despolarización  celular.  Esta  despolarización  es  transmitida 
pasivamente desde la zona superior hasta la inferior de la célula gustativa, donde ésta 
inicia un potencial de acción en el nervio, que será lo que producirá la percepción. 
  Los  procesos  de  recepción  y  transducción  en  el  sentido  del  gusto  varían  en 
función de la molécula que produce el estímulo, de forma que los estímulos salado y 
ácido  interactúan directamente con  los canales  iónicos de  las microvellosidades. Sin 
embargo,  el  estímulo  dulce,  los  compuestos  amargos  y  los  aminoácidos  (que 
proporcionan  estímulos  dulces,  amargos  y  umami)  requieren  proteínas  receptoras 
específicas. En este segundo caso se emplean proteínas fijadoras de GTP y segundos 
mensajeros, como en el olfato [2, 7, 12, 13]. 
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existen  (dulce,  salado,  ácido,  amargo  y  umami) únicamente podía percibirse  en  un 
área específica de la lengua [14]. En realidad, los humanos podemos percibir cualquier 




punta de  la  lengua mientras que el amargo  lo hace 
en  la parte posterior,  el umami,  en  la  central  y  el 









que  los  sentidos del olfato y el gusto están  íntimamente  relacionados,  tanto, que a 
veces resulta difícil saber quién recibe el estímulo cuando se ingiere un alimento. Y es 
que  los  alimentos  tienen  olor,  que  percibimos  cuando  los  vapores  aromáticos  que 
emiten  se  introducen  por  las  fosas  nasales  al  acercárnoslos  a  la  boca  (vía  nasal 
directa). Pero, una  vez en  la  cavidad bucal, dichos alimentos presentan más olor  si 
cabe,  ya  que  la masticación  libera muchas moléculas  volátiles,  las  cuales  van  por 
detrás de  la boca hasta  llegar a  la cavidad nasal  (vía  retronasal). A menudo, al olor 
generado por estas moléculas que  llegan hasta  la mucosa olfativa, a contracorriente 
del aire inhalado durante la respiración, se le denomina aroma [7].  
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  En realidad, cuando se  ingiere un alimento,  las  interacciones del mismo con  los 





• las olfativas, que, a diferencia de  las anteriores, son  infinitamente variadas y 
complejas,  percibiéndose  en  la  nariz  en  concentraciones  extremadamente 
bajas [10] (tradicionalmente se ha manejado  la cifra de 10.000 olores que el 
ser humano es capaz de distinguir [16]); 
• y  las trigeminales, que se producen por  la acción de bebidas y alimentos en 




  De  este  modo,  el  flavor  de  un  alimento  constituye  una  de  las  principales 
propiedades  sensoriales  que  los  consumidores  valoran  a  la  hora  de  seleccionar, 
aceptar/rechazar  e  ingerir  un  producto,  ya  que  los  sentidos  que  nos  permiten 
percibirlo  están  estrechamente  relacionados  con  nuestro  sistema  digestivo  y  los 
centros neuronales de los recuerdos y las emociones.  
  2.2.1.‐ Clasificación de los olores 
  Así  como  existe  un  número  limitado  de  sabores,  la  diversidad  de  olores  es 
enorme, de ahí  la complejidad a  la hora de clasificarlos. A esto se  le une el que no 
contemos con un  lenguaje verbal bien codificado, porque, aunque hay palabras que 
definen los olores considerados básicos (mentolado, floral, pútrido, etc.), en realidad, 
éstas  son muy pocas. La mayoría de  las veces es necesario  recurrir a cualidades de 
otros  ámbitos,  como  el  origen,  la  sensación  que  se  produce  en  otros  sentidos  y/o 
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(los del  laurel),  fragantes  (de  la  tila, el  lis y el  jazmín), ambrosianos  (del ámbar y el 
almizcle), aliáceos  (del ajo), caprílicos u olor de macho cabrío  (los olores de algunos 
ácidos grasos de cadena corta), narcóticos (de las solanáceas) y fétidos (de las plantas 
pútridas)  [7].  Y  éstas  inspiraron  en  el  siglo  siguiente  a H.  Zwaardemaker  [17]  para 











  De  todos  modos  existen  sectores  en  los  que  el  aroma  juega  un  papel 
fundamental  y  donde  se  han  conseguido  establecer  clasificaciones  y  terminologías 
adecuadas  y  específicas  para  facilitar  la  comunicación  entre  los  profesionales  que 




Noble  y  sus  colaboradores  [20]  y modificada  y  ampliada  en 1987  [21],  la  cual  está 
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de  la  cascada  enzimática  que  origina  el  que  nuestro  cerebro  perciba  un  estímulo 
químico  como un olor, es necesario que  la molécula olorosa  se  fije  a una proteína 
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receptora.  Cada  ser  humano  tiene  un  elevado  número  de  receptores  olfativos 





geometría adecuada que permita activar un  receptor  si encuentra en él una  región 
con  la  que  intercambiar  enlaces  de  baja  energía.  De  esta  manera,  estudios  con 
compuestos  alifáticos  de  distintas  longitudes  de  cadena  han  demostrado  que  la 
discriminación de la unión ligando‐receptor es tan buena, que un solo receptor llega a 
distinguir entre compuestos químicos que se diferencian únicamente en un átomo de 
carbono en  la  longitud de  la cadena alifática, o entre compuestos que presentan  la 
misma cadena, pero que se diferencian en el grupo funcional [10, 15, 22].  
  Por  este  motivo,  dos  moléculas  enantioméricas  pueden  presentar  olores 
diferentes, como ocurre en el caso del butanoato de 2‐pentilo, cuyos enantiómeros se 
perciben  como  “frutal  y  dulce”  y  “ahumado  y  especiado”  [23,  24].  El  componente 
estructural  es  el  que  se  impone  en  la  detección  de  este  olor.  En  cambio,  para 
moléculas  con  una  configuración  estérica  prácticamente  igual,  caso  del  amoniaco 
(NH3)  y  del  sulfuro  de  hidrógeno  (H2S),  los  olores  extremadamente  intensos  y 
diferentes  que  presentan  ambos  están  ligados  a  la  presencia  de  distintos  grupos 
funcionales. Es decir, que dependiendo del odorante de que  se  trate  será  su grupo 





UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
APLICACIÓN DE LA CROMATOGRAFÍA DE GASES-OLFATOMETRÍA EN LA CARACTERIZACIÓN 
DEL AROMA DEL VINAGRE DE VINO, DE LOS PISTACHOS Y DEL ACEITE DE OLIVA 
Laura Aceña Muñoz 




a  los  que  se  les  considera  las  tres  dimensiones  de  la  sensibilidad  aromática:  su 
intensidad, su cualidad y su valor hedónico [7, 15].  
  Cuando se habla de intensidad de un aroma hacemos referencia a la cantidad de 
odorante  que  se  necesita  en  el  entorno  de  las  células  receptoras  de  la  mucosa 
olfatoria  para  que  se  produzca  la  activación  del  olfato.  Cuando  se  trata  de  la 
concentración  de  odorante  más  baja  en  la  que  éste  es  detectado,  hablamos  del 
umbral  de  percepción.  Si,  además  de  detectarlo,  el  olor  que  se  genera  se  puede 
identificar, ese nivel de concentración es el umbral de reconocimiento sensorial [15]. 
Ambos  valores  varían  en  función  del  tipo  de  compuesto  de  que  se  trate  y  del 
individuo  que  reciba  el  estímulo,  porque,  según  el  odorante,  se  estimulan  unos  u 
otros  receptores y cada ser humano presenta un  sistema olfatorio diferente, más o 
menos  desarrollado. De  ahí  que  la  importancia  de  un  compuesto  aromático  en  un 
producto  no  pueda  determinarse  simplemente  por  la  concentración  en  la  que 
aparezca.  
  Además, estos dos valores dependen en gran medida de  la matriz en  la que se 
encuentre el compuesto, ya que será ella quien determine cómo llegará el odorante a 
nuestra  nariz  [25].  Se  pueden  dar  interacciones  con  los  lípidos,  las  proteínas  o  los 
carbohidratos,  de manera  que  los  odorantes  queden más  o menos  retenidos.  En 
matrices grasas y aceites, por ejemplo, las moléculas volátiles más apolares serán las 
más solubles y  las que se  inhalarán con menos  facilidad. También hay que  tener en 
cuenta  las condiciones del medio (pH, presencia de oxígeno, humedad, etc.), porque 
pueden modificar  las  sustancias  aromáticas  [26].  Y  a  todo  esto  hay  que  añadir  las 
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  Para algunos  compuestos,  la  cualidad de  su olor varía  con  la  concentración,  lo 
que  también  implica  que  estos  compuestos  tengan  varios  umbrales  de 







olor,  el  cual  es  capaz  de  influir  en  nuestras  emociones  y  modificar  nuestro 
comportamiento.  Además,  la  memoria  olfativa  es  sumamente  superior  a  la 
proporcionada por la vista o el oído, y permite recuperar todo el contexto emocional 
en el que se memorizó un determinado olor [5, 6].  






  El  valor  de  aroma  u  Odor  Activity  Value  (OAV)  es  el  cociente  entre  la 
concentración de un odorante y su umbral de percepción, y proporciona una primera 
idea  sobre  la  importancia  o  contribución  de  dicho  odorante  al  aroma  global  del 
producto  en  el  que  se  encuentre.  Si  la  concentración  del  compuesto  es  igual  o 
superior al umbral de detección, entonces el OAV es igual o mayor que la unidad y el 
compuesto participará en el aroma, tanto más, cuanto mayor sea el cociente.  
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  Sin  embargo,  este  parámetro  no  tiene  en  cuenta  los  efectos  sinérgicos  y 
antagónicos  que  se  pueden  dar  entre  odorantes.    Además,  asume  que  la  relación 
entre  la  concentración  de  un  compuesto  y  la  intensidad  con  la  que  se  percibe  es 
lineal, cuando en realidad no lo es. De acuerdo con la ley universal para los estímulos 





depende  de  cada  estímulo,  S  es  la  concentración  del  estimulante  y  S0,  su 
concentración umbral. El exponente n establece  la tasa de aumento de  la  intensidad 
percibida con la concentración, ante la intensidad física del estímulo. 








  De  forma  general,  el  aroma  de  un  producto  está  constituido  por  un  número 
elevado  de  compuestos  volátiles muy  diversos,  cada  uno  con  una mayor  o menor 
contribución al aroma, pero todos ellos necesarios para proporcionar el aroma único y 




odorants)  [2], cuyo olor es el que da  la  identidad sensorial al propio producto,  tal y 
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  Según  distintos  estudios,  sólo  un  5%  de  los  8000  compuestos  volátiles 
identificados en los alimentos contribuye realmente a su aroma [15]. Sin embargo, el 
abanico  de  olores  en  los  alimentos  es  inmenso,  lo  que  se  explicaría  por  la  gran 
especificidad y selectividad de los receptores de nuestro sistema olfatorio [7].  
  Estos compuestos, sin apenas valor nutricional, constituyen uno de los primeros 
contactos  que  los  consumidores  tienen  con  los  alimentos,  siendo  en  gran medida 
responsables de su aceptación o rechazo, razón por la cual se consideran importantes 
índices de calidad. Sus orígenes son variados, en  función del  tipo de alimento y del 
compuesto de que  se  trate, pero en general    se producen a partir de dos  tipos de 
reacciones: las enzimáticas y las no enzimáticas.  
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  Dentro de  las reacciones no enzimáticas encontramos  la reacción de Maillard y 
su asociada, la degradación de Strecker de los aminoácidos, así como la pirólisis de las 
proteínas,  la  oxidación  de  los  lípidos  vía  radicales  libres  y  la  heterolisis  de  los 
carbohidratos,  además  de  distintas  interacciones  posteriores  entre  los  productos 
intermedios. A temperatura ambiente, estas reacciones no se dan (como es el caso de 
la  pirólisis  de  las  proteínas),  o  bien  necesitan  tiempos  de  almacenamiento 
prolongados para producirse, pero se ven favorecidas durante el tratamiento térmico 
de  los  alimentos.  De  hecho,  las  altas  temperaturas  utilizadas  durante  la  fritura,  la 
cocción,  el  asado o  el  tostado,  enriquecen  la diversidad  aromática, por  lo que  son 
acciones  habituales  en  el  procesado  de  alimentos,  como  es  el  caso  de  la 
caramelización o el ahumado. Gracias a ellas, la superficie del alimento se deshidrata 
y  comienza  la  pirólisis  de  los  carbohidratos,  las  proteínas,  los  lípidos  y  demás 
constituyentes,  generándose  los  distintos  odorantes:  compuestos  carbonílicos, 
pirazinas, pirroles, piridinas, furanonas, compuestos azufrados, fenoles, etc. [2, 15]. 
  Respecto  a  las  reacciones  enzimáticas,  forman  parte  del metabolismo  de  los 
animales,  las plantas y  los microorganismos. Los aromas generados a partir de ellas 
son productos secundarios de  las distintas rutas metabólicas, diferenciándose de  los 
metabolitos primarios  (proteínas,  lípidos,  carbohidratos) en que no poseen ninguna 
función fisiológica directa. Algunas de las reacciones enzimáticas más importantes se 
desencadenan  tras  las  rotura  de  los  tejidos,  especialmente  durante  el  troceado  de 
frutas  y  verduras.  También  hay  algunas  enzimas  implicadas  indirectamente  en  la 
formación de  los  aromas,  ya que  ellas  llevan  a  cabo  la primera  etapa del proceso, 
liberando aminoácidos de las proteínas, azúcares de los polisacáridos u orto‐quinonas 
de  los  compuestos  fenólicos,  los  cuales  son  posteriormente  convertidos  en 
compuestos  aromáticos  por  reacciones  no  enzimáticas.  De  este modo  se  generan 
aldehídos,  ésteres,  hidrocarburos,  lactonas,  terpenos,  pirazinas,  compuestos 
azufrados, etc. [2, 15]. 
  Gracias  a  todas  estas  reacciones,  tanto  a  las  enzimáticas  como  a  las  no 
enzimáticas, algunos alimentos presentan el aroma que los caracteriza [28]. Es el caso 
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de  los  frutos  secos  tostados,  cuyo  olor  es muy  característico,  a  pesar  de  que  son 
prácticamente  inodoros  antes  de  ser  procesados  térmicamente  [29,  30].  Algo 
parecido  le  pasa  al  pan:  es  necesaria  una  primera  fermentación  seguida  de  un 
horneado para que su corteza desprenda el típico aroma a pan recién hecho [15]. En 
cuanto a  las carnes y  los pescados ahumados, el ahumado constituía  inicialmente un 
método de  conservación de  los  alimentos, pero  el proceso  aportaba un  aroma  tan 





un  aspecto  a  tener  muy  en  cuenta  es  la  posible  aparición  de  olores  extraños  o 
anómalos. Estos defectos u “off‐flavours” son atributos sensoriales que normalmente 
no están presentes en el alimento y que no  se asocian, por  lo  tanto, con  su aroma 
típico [15, 28].  Pueden ser sutiles o muy acusados, pero en cualquier caso repercuten 
negativamente en la calidad del alimento.  
  Los  off‐flavours  pueden  originarse  de  diversas  maneras:  por  utilización    de 
ingredientes  inapropiados,  por  contaminación  (a  través  del  aire,  del  agua,  por 
interacción  con  los  materiales  del  envasado),  por  reacciones  químicas  y 
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obtiene una valiosa  información  sobre  las propiedades  sensoriales y,  lo que es más 




producto es mediante este  tipo de análisis, a  través de  las denominadas  catas.  Sin 
embargo, su utilización conlleva una serie de  inconvenientes, como  la necesidad de 
emplear un panel de catadores entrenado, constituido por un número considerable 









  En  la  actualidad,  el  análisis  del  aroma  va  encaminado  hacia  el  desarrollo  de 
instrumentos que, tras una calibración inicial en base a los datos proporcionados por 
un  panel  sensorial,  puedan  realizar  el  análisis  como  si  fueran  un  catador,  pero  de 
manera  rápida  y  objetiva.  Se  trata  de  las  denominadas  “narices  electrónicas”,  las 
cuales,  si  bien  no  podrán  sustituir  totalmente  a  los  paneles  de  catadores,  porque 
siempre necesitarán de una primera calibración sensorial, sí podrán complementarlos 
al encargarse de los análisis masivos y rutinarios. 
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  El  análisis  sensorial  permitió,  ya  a  los  primeros  humanos,  diferenciar  entre 
alimentos  buenos  o  malos,  y  actualmente  lo  seguimos  empleando  cada  vez  que 
elegimos un producto,  y no otro, basándonos en  la percepción de  sus propiedades 
sensoriales  (ya  sea  de  forma  consciente  o  inconsciente).  Sin  embargo,  los  análisis 
sensoriales  estandarizados,  más  allá  de  los  realizados  por  el  consumidor  a  título 
personal, tienen como objetivo fundamental llevar a cabo estudios válidos y fiables en 
los que se cuantifique  la  intensidad y  la forma de un estímulo utilizando  los sentidos 
como  instrumentos  de  medida  [32].  La  información  obtenida  servirá  para,  por 
ejemplo,  evaluar  la  calidad  organoléptica  de  las  materias  primas,  seguir  la 
transformación del producto a lo largo del proceso de elaboración, detectar defectos 
en el producto terminado, o conocer las preferencias de los consumidores, datos que 
permitirán  tomar  importantes  decisiones  relacionadas  con  la  producción  y  el 
marketing. De ahí que sea necesario seguir metodologías y técnicas específicas.  
  2.3.1.1.‐ El panel sensorial 
  Antes  de  llevar  a  cabo  un  análisis  sensorial  hay  que  constituir  el  panel  de 
catadores, y el primer paso para hacerlo es establecer, en función del tipo de pruebas 
que se vayan a realizar, si se requiere un jurado de expertos o uno de consumidores. 
En  cualquiera  de  los  dos  casos  es  necesario  reclutar,  seleccionar  y  entrenar 
previamente a los integrantes de dicho panel [32, 33]. 
  Con  el  reclutamiento,  lo  que  se  pretende  es  reunir  un  número  adecuado  de 
personas potencialmente aptas o que presenten ciertas aptitudes para el análisis de 
alimentos.  En  esta  primera  fase,  además  de  solicitarse  información  general,  es 
necesario  averiguar  la  disponibilidad  de  los  candidatos  y  si  presentan  restricciones 
alimenticias. Así podrá  saberse quiénes  tienen  interés por  este  tipo de  análisis  y/o 
pueden llevarlos a cabo. 
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  Gracias a  la selección, se adquiere una  idea del comportamiento general de  los 
individuos, pudiéndose determinar su capacidad para realizar pruebas sensoriales (si 
detectan  diferencias  en  los  alimentos  según  el  aspecto,  el  olor,  la  textura,…)  y  su 
aptitud descriptiva. 
  Por  último,  con  el  entrenamiento  se  aprende  a  describir  (construir  una 




  Esta  última  fase  es  la más  larga  y  laboriosa  de  todas,  ya  que  el  percibir  las 
sensaciones  y  traducirlas  a  un  lenguaje  uniforme  y  a  datos matemáticos  también 
implica  un  proceso  de  memorización.  Porque,  aunque  los  seres  humanos  somos 
capaces  de  detectar  un  gran  número  de  sensaciones,  hemos  de  aprender  a 
relacionarlas con aquéllas que son de referencia.  
  En  cualquier  caso,  tanto  si  se  trata  de  catadores  experimentados  como  de 




olfativa  se ve  reducida por  la exposición prolongada a  ciertos olores. Y no hay que 
olvidar  la  variabilidad  entre  individuos  y  los  problemas  inherentes  a  cada  catador 
(además  de  la  inevitable  subjetividad):  anosmias  que  impiden  detectar  ciertos 
compuestos, variaciones en  la sensibilidad perceptiva (por el cansancio,  los procesos 
catarrales, los cambios hormonales,...), etc.  
  Sin embargo,  y a pesar de  los  inconvenientes que  implica, el análisis  sensorial 
sigue  siendo  la  forma  más  adecuada  para  evaluar  aquellos  alimentos  que  no  se 
consumen  por  sus  propiedades  nutritivas,  sino  por  el  placer  que  produce  su 
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  En  el  análisis  sensorial  se  distinguen  básicamente  tres  tipos  de  pruebas:  las 
pruebas de preferencia y aceptación, las pruebas de discriminación o diferencia y las 
pruebas descriptivas [33, 34]. 
  Las  pruebas  de  preferencia  y  aceptación  proporcionan  una  guía  a  la  hora  de 
identificar  los  factores que  influyen en  las preferencias de  los consumidores, ya que 
no se realizan con paneles de expertos, sino con grupos de los propios consumidores. 
Se  apoyan en el  grado de preferencia o en una medida que permita determinar  la 
preferencia  relativa,  y  están muy  influenciados  por  la  atracción  personal  que  cada 
participante siente hacia el producto.  
  Las pruebas de discriminación o diferencia permiten distinguir  adecuadamente 





  En cuanto a  las pruebas descriptivas, se utilizan para determinar  la naturaleza y 
la intensidad de las diferencias y consisten en examinar los atributos de los alimentos 
(olor, textura, sabor, etc.) para obtener una descripción detallada de los mismos. Las 
realizan  catadores  entrenados,  los  cuales,  además,  deben  utilizar  un  vocabulario 
específico  y  común  establecido  de  antemano. Gracias  a  ellas  se  puede  diferenciar 
entre muestras, definir el  tipo de producto y establecer su aceptabilidad en  función 
de la calidad de sus atributos (en nuestro caso, el aroma). 
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de  muy  distinta  magnitud  (desde  ppm  hasta  ppt),  aunque,  por  lo  general,  bajas 
respecto  a  las  de  otros  compuestos mayoritarios  [15].  Sin  embargo,  dada  la  gran 
sensibilidad  de  nuestro  sistema  olfatorio,  muchos  de  estos  compuestos  volátiles 
superan  el  umbral  de  percepción  aún  estando  a  estas  bajas  concentraciones  [35]. 
Además, no hay que olvidar  las posibles  interacciones que pueden darse  con otros 
componentes  de  los  alimentos  que  afectan  a  la  retención  de  los  volátiles  y  a  la 
intensidad y calidad del aroma.  
  Por todo ello, el análisis instrumental del aroma de los alimentos debe llevarse a 
cabo  únicamente  si  previamente  se  han  tratado  las muestras  y  se  han  aislado  los 




de  inestabilidad. Por este motivo,  la etapa de preparación de  la muestra suele ser  la 
más  crítica  de  todo  el  proceso  analítico,  resultando  difícil  escoger  un  método 
adecuado para  el  análisis de  todos  los  compuestos  volátiles de manera  simultánea 
[36].  
  2.3.2.1.‐ Las técnicas de pretratamiento 
  Son muchas  las  técnicas  empleadas  en  la preparación de  las muestras para  el 
análisis  del  aroma.  La  elección  de  una  u  otra  depende,  en  gran  medida,  de  los 
compuestos  que  se  quieran  analizar.  Todas  presentan  ventajas  e  inconvenientes,  y 
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siguiente capítulo de esta  tesis doctoral, al haber  sido  las  técnicas  implicadas en su 
desarrollo experimental.   
  Técnicas de destilación 
  Estos  métodos  de  separación  se  basan  en  la  distinta  volatilidad  de  los 
componentes  de  una muestra.  En  el  caso  del  aroma,  los  compuestos  aromáticos 





tener un punto de ebullición  relativamente bajo,  también  se destilará  junto con  los 
volátiles. Si  la  cantidad de agua que  se extrae es excesiva, entonces  será necesario 
eliminarla  por  adición  de  sales  anhidras,  por  congelación‐concentración  o  bien 
mediante una extracción con disolventes [38].   
  La más  sencilla de  estas  técnicas  es  la destilación directa.  Sin  embargo, no  es 
aconsejable  aplicarla más  que  sobre  alimentos  con  un  alto  contenido  en  grasas  e, 
incluso en estos casos, el hecho de someter a  las muestras a temperaturas elevadas 
puede provocar  cambios en  la  composición del aroma, por  lo que generalmente  se 
utiliza la destilación con arrastre de vapor o la destilación a vacío. En esta última no se 
sobrepasan  los  35  ºC,  con  lo  que  no  se  produce  descomposición  de  la muestra  ni 
aparecen artefactos por degradación térmica. 
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  No  obstante,  con  las  técnicas  de  destilación  no  suele  conseguirse  una 
concentración  adecuada de  los  compuestos  volátiles, por  lo que, previamente  a  su 
inyección en el cromatógrafo de gases, es necesario concentrarlos. En este sentido, la 
destilación‐extracción  simultánea  consigue  solventar  este  problema.  Mientras  la 
muestra dispersada en agua se calienta hasta ebullición, el vapor que se genera y que 
contiene  los  volátiles  es  dirigido  hacia  una  parte  del  aparato  empleado  donde 
condensa junto a los vapores de un disolvente extractante. De esta manera, gracias a 
la condensación conjunta, se recuperan  los compuestos aromáticos por volatilidad y 
por  solubilidad en el disolvente  [38],  lográndose en un  solo paso  la extracción  y  la 
concentración  de  los  odorantes,  y,  además,  empleando  un  pequeño  volumen  de 
disolvente  orgánico.  El  inconveniente  es  que  se  requiere  una  instrumentación más 
compleja y tiempos largos [39]. 
  Extracción con disolventes 
  Ésta es una de  las técnicas más utilizadas para extraer  los compuestos volátiles 
de  los alimentos, distinguiéndose entre  la extracción  líquido‐líquido  (LLE), cuando  la 
matriz es  líquida,  y  la extracción directa  con disolventes  (DSE),  cuando  la matriz es 
sólida.  En  ambos  casos  se  emplean  disolventes  orgánicos  (diclorometano,  éter 
dietílico,  hidrocarburos,  etc.)  y  la  extracción  se  lleva  a  cabo  durante  períodos  de 
tiempo  largos  (entre 8 y 12 horas). Finalmente, es necesaria una  concentración del 
extracto mediante evaporación del disolvente [36‐38]. 
  Aunque  estas  técnicas  dan  buenos  resultados  y  presentan  ventajas,  como  su 
gran sensibilidad y sencillez,  también cuentan con numerosos  inconvenientes. Entre 
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la  determinación  de  algunos  volátiles,  como  ocurre  cuando  se  llevan  a  cabo 





  Respecto  a  la  técnica de  espacio de  cabeza  estático,  simplemente  consiste  en 
introducir el producto a analizar en un  recipiente cerrado  (que puede ser un vial) y 
dejar que las moléculas volátiles de la matriz alcancen el equilibrio entre la fase sólida 
o  líquida que  las  contiene, y  la  fase gaseosa. Una vez alcanzado dicho equilibrio, el 
espacio  de  cabeza  es  introducido  directamente  en  el  puerto  de  inyección  del 
cromatógrafo de gases, lo que hace que la técnica sea sumamente sencilla.  
  Sin embargo, también hay que tener en cuenta los inconvenientes que presenta. 
Uno de ellos es  la  tendencia a discriminar aquellos  compuestos menos  volátiles,  lo 
que  implica  distintas  recuperaciones  de  los  analitos  en  función  de  su  volatilidad, 
factor que habrá que tener en cuenta si se desea hacer análisis cuantitativos. Además, 
aunque  se  puede  aumentar  su  rendimiento  modificando  la  fuerza  iónica  de  la 
muestra,  incrementando  la  temperatura  o  aplicando  agitación,  esta  técnica  no 
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permite  concentrar  los  volátiles,  lo  que  provoca  una  baja  sensibilidad  del método, 
insuficiente  para  los  compuestos  que  se  encuentren  en menor  concentración.  Así 
pues, sus  límites de detección  (del orden de ppm) son peores que  los que se  logran 
con otras técnicas.  
  Pero la técnica del espacio de cabeza estático ha demostrado ser adecuada para 





estática,  no  se  deja  alcanzar  el  equilibrio  de  los  volátiles  entre  la matriz  y  la  fase 




o  adsorbente,  los  analitos  son  transferidos  al  cromatógrafo  de  gases  mediante 
desorción, generalmente térmica. Así se consigue  incrementar el número, y también 
la  cantidad,  de  volátiles  que  se  extraen  de  la  matriz  con  respecto  al  headspace 
estático, lo que permite rebajar los límites de detección al orden de ppt. 
  Pero  al  igual  que  en  el  resto  de  técnicas  de  preparación  de muestra,  para  el 
headspace dinámico también existen inconvenientes, la mayoría relacionados con las 




enfriarse  antes  del  siguiente  análisis.  Por  su  parte,  las  trampas  con  materiales 
adsorbentes, como polímeros porosos (Tenax, Porapak, Chromosorb) o carbón activo, 
son más selectivas, pero hay que tener en cuenta su volumen de ruptura para evitar 
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en  fase  sólida  (SPE),  la microextracción  en  fase  sólida  (SPME)  y  la  stir  bar  sorptive 
extraction (SBSE) [38, 42]. 
  La  SPE  fue  introducida  a  finales  de  los  años  70,  e  implica  la  utilización  de  un 
sólido adsorbente, en forma de cartuchos o discos, que actúa como fase estacionaria 
a  través  de  la  cual,  tras  un  breve  paso  de  acondicionamiento,  se  hace  pasar  la 
muestra. En función de la naturaleza de la fase estacionaria y del tipo de muestra de 
que se trate, gracias a la SPE se puede llevar a cabo un clean‐up de dicha muestra (si 
los  compuestos  que  quedan  retenidos  en  el  sólido  son  interferencias)  o  un 
fraccionamiento  de  los  analitos  de  interés  (cuando  los  compuestos  que  quedan 
retenidos en  la fase estacionaria son  los que quieren extraerse de  la matriz). En este 
segundo  caso  es  necesario  un  posterior  proceso  de  elución mediante  disolventes 
orgánicos, con el objetivo de recuperar esos analitos, y que, normalmente, se realiza 





determinar  concentraciones  a niveles  traza,    la  SPE  está  limitada  a  compuestos de 
volatilidad  baja  o  moderada.  Además,  las  muestras  han  de  atravesar  la  fase 
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  Por  su  parte,  la  microextracción  en  fase  sólida  es  una  técnica  aparecida  a 
principios de los años 90 que permite la extracción y concentración simultáneas de los 
compuestos  [44].  En  este  caso,  la  fase  estacionaria  donde  los  analitos  quedan 
retenidos recubre una fibra de sílice fundida de pequeñas dimensiones, la cual puede 
exponerse al espacio de cabeza de la muestra a analizar o a la propia muestra. Tras la 
extracción,  la fibra se  inserta en el puerto de  inyección del cromatógrafo de gases, y 
los compuestos se desorben  térmicamente. Las principales ventajas que presenta  la 
SPME son su simplicidad, la manipulación prácticamente nula de la muestra, el que no 
requiera  disolventes  o  elevadas  temperaturas  durante  la  extracción  y  su  gran 
selectividad,  ya  que  existe  una  amplia  variedad  de  fases  estacionarias 
comercializadas, y en  función de ésta y del grosor de  la misma,  la  fibra  tendrá una 
mayor o menor afinidad por un determinado tipo de compuestos [39, 45]. 
  Por  último,  dentro  de  las  técnicas  de  extracción  en  fase  sólida,  también 
encontramos la stir bar sorptive extraction, técnica derivada de la SPME y surgida en 
1999 [46]. Aquí,  la que está recubierta por una fina capa de fase estacionaria es una 
pequeña barra  imantada, que puede  colocarse  sobre el headspace de  la muestra o 
dentro  de  la  propia muestra  (si  ésta  es  líquida).  En  el  primer  caso,  la  técnica  se 
denomina headspace sorptive extraction (HSSE). En el segundo, tras  la extracción de 
los  volátiles,  la  barra  debe  lavarse  con  agua  destilada  para  eliminar  los  posibles 
compuestos  interferentes,  como  azúcares  o  proteínas,  y  se  seca  empleando  un 
pañuelo de papel. A continuación, el imán es sometido a una desorción térmica y los 
analitos  pasan  directamente  a  la  columna  cromatográfica  [42,  47].  La  ventaja  que 
presenta  la  SBSE  frente  a  la  SPME  es  su  mayor  sensibilidad  y  la  posibilidad  de 
determinar  volátiles  que  aparezcan  en  concentraciones  traza,  gracias  a  la  mayor 
cantidad de fase estacionaria empleada para recubrir la barra y, por tanto, a su mayor 
capacidad  de  extracción  [39,  46].  Entre  sus  inconvenientes,  que  la  disponibilidad 
actual  de  fases  estacionarias  se  reduce  a  recubrimientos  de  polidimetilsiloxano 
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(PDMS),  aunque  comienzan  a  hacerse  pruebas  con  PDMS  y  carbón  con  buenos 
resultados para la extracción de compuestos muy volátiles [42].  
  Otras técnicas 








este  caso,  el  volumen  es mucho menor,  del  orden  de  µL,  con  lo  que  se  reduce  la 
problemática medioambiental.  
  También  se  ha  aplicado  la  técnica  de  la  sonicación  para  extraer  compuestos 
aromáticos de distintos alimentos y bebidas. Esta  técnica de extracción asistida por 
ultrasonidos (USAE) aplica vibraciones acústicas con frecuencias por encima de los 20 
kHz,  lo que permite un contacto  íntimo entre  la muestra y el disolvente  [42, 48]. El 
problema es que, aunque  rápida,  la eficacia de  la extracción no es  tan alta como  la 
que  se  logra  con  otros métodos  y,  si  se  incrementa  el  tiempo  de  sonicación,  esto 
implica un aumento de la temperatura, con las desventajas que conlleva.  







disolvente  [36,  42,  47],  por  lo  que  no  es  necesario  utilizar  disolventes  orgánicos. 
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Además,  y  gracias  a  las  especiales  propiedades  adquiridas,  el  dióxido  de  carbono 
consigue extraer compuestos no muy volátiles o  fuertemente unidos a  la matriz, de 






  Aparecida en 1952,  la cromatografía de gases  (GC) es  la  técnica más adecuada 
para analizar la fracción volátil de los alimentos, entre otras cosas por los avances que 
se  han  producido  tanto  en  las  columnas  cromatográficas  como  en  los  sistemas  de 
detección durante el más de medio siglo transcurrido desde entonces [31]. 
  Inicialmente,  las  columnas  que  se  empleaban  estaban  rellenas  de  un material 
sólido  o  de  soportes  sólidos  recubiertos  con  líquidos  que  actuaban  como  fase 
estacionaria. Sin embargo, su capacidad de separación era limitada, y no fue hasta el 
desarrollo de  las columnas capilares cuando se produjo el primer avance  importante 
en  la  investigación  del  aroma  de  los  alimentos.  Estas  columnas,  con  diámetros 
internos  sumamente  pequeños  (0’25,  0’32  ó  0’53  mm)  y  una  fina  capa  de  fase 
estacionaria unida  a  la pared  interna de  las propias  columnas, presentan una  gran 
capacidad para separar mezclas complejas de compuestos volátiles [31, 43]. 





llama  (FID),  porque  da  respuesta  a  casi  todos  los  compuestos  orgánicos.  Además, 
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espectrales, se pueden  identificar  los distintos analitos separados por  la columna,  lo 
que ha conducido a un gran avance en la investigación del análisis de los volátiles de 
los  alimentos.  Además,  también  permite  la  detección  en modo  SIM  (Selective  Ion 
Monitoring), muy útil en el caso de los compuestos que aparecen a nivel traza, ya que 
aumenta  la  sensibilidad de  la  técnica al seleccionarse previamente  las masas de  los 
iones más abundantes del espectro de los analitos de interés.  
  Respecto  a  los  detectores  específicos,  sirven  para  analizar  determinados 
compuestos o determinadas  familias de compuestos. Entre ellos destaca el detector 
de  captura  electrónica  (ECD),  muy  sensible  a  los  compuestos  halogenados,  y  el 
detector de nitrógeno‐fósforo (NPD), que permite analizar compuestos nitrogenados 
o con fósforo en su estructura, y que también presenta una elevada sensibilidad. En 
cuanto  a  los  compuestos  azufrados,  los  dos  detectores  más  utilizados  son  el 
fotométrico  de  llama  (FPD)  y  el  de  quimioluminiscencia  (SCD),  ya  que  son  muy 
sensibles a los átomos de azufre.   
  De este modo se ha obtenido un amplio conocimiento de  la composición de  la 




olor.  Es más: de  todos  los  compuestos  aromáticos,  sólo unos pocos,  aquéllos  cuya 
concentración  está  por  encima  de  su  umbral  de  percepción  sensorial,  realmente 
contribuyen al aroma.  
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de  la  fracción volátil, se desarrolló en 1964  la cromatografía de gases con detección 
olfatométrica  o  GCO  [49],  en  la  que  la  nariz  humana  es  utilizada  como  detector 
cromatográfico en paralelo con otro detector convencional (generalmente un FID o un 
MSD).  De  este  modo,  los  compuestos  que  eluyen  separados  de  la  columna  son 
percibidos por el analista, que es capaz de describir el olor y cuantificar la intensidad 
aromática,  a  la  vez  que  el  detector  convencional  proporciona  una  señal 
cromatográfica.  
  En  el  siguiente  capítulo  de  esta  tesis  doctoral  se  describen  las  distintas 




  En  la actualidad,  la  industria alimentaria demanda métodos  rápidos, sencillos y 
fiables  que  permitan  evaluar  los  compuestos  volátiles  para  la  identificación,  la 
autentificación y el control de procesos de sus productos  [50]. Hasta ahora, paneles 
sensoriales constituidos por expertos entrenados han sido quienes han llevado a cabo 
estas  tareas, ayudados por  la  cromatografía de gases‐olfatometría. Sin embargo, es 
difícil  correlacionar  las  informaciones  y  además,  como  ya  se  vio  anteriormente,  el 
análisis  sensorial  conlleva una  serie de  inconvenientes  imposibles de  solventar. Por 





básicamente  cualitativa:  diferencias  y  similitudes  entre  muestras,  presencia  de 
defectos aromáticos o de notas características, etc., de manera similar a como lo hace 
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un  panel  sensorial.  Sin  embargo,  y  a  diferencia  de  las  técnicas  cromatográficas  en 




realiza  mediante  técnicas  de  espacio  de  cabeza  como  las  que  se  han  descrito 
previamente. En cuanto al sistema de detección, es la parte principal del instrumento, 




mientras  que  la  espectrometría  de masas  actúa  como  un multisensor  con  tantos 
sensores  como  iones  formados  en  el  sistema MS.  En  ambos  casos,  la  señal que  se 
obtiene es  la huella digital del aroma del producto analizado.  La última parte de  la 
nariz  electrónica  es  el  sistema  de  tratamiento  de  datos,  que  permite  tratar  con 





sea  el  adecuado  y,  además,  se  posean  suficientes muestras  representativas  de  la 
variable que  se quiera medir para poder  llevar  a  cabo  la  calibración del  equipo de 
manera fiable [54‐56].  
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pudieron  identificarse  los  responsables  reales  de  que  un  alimento  “guste”  o  “no 
guste”, de que sea “aceptado” o “rechazado”:  los  flavores. Entre ellos encontramos 
compuestos  volátiles  odorantes  (responsables  del  aroma)  y  sustancias  con  sabor 
(responsables del gusto) [1]. 
  En  la  actualidad,  y  gracias  a  la  investigación  realizada  en  este  campo  y  a  los 




de  flavores.  Sin  embargo,  sólo  unos  pocos  de  estos  compuestos  realmente 
contribuyen de  forma  significativa  al  aroma  y  al  sabor,  ya que  esto depende de  la 
concentración en  la que aparezcan en el alimento, de  la naturaleza de éste, y de sus 
umbrales de detección [3]. 
  Respecto a  la  fracción aromática de un determinado producto, son muchos  los 
odorantes responsables de  la misma,  lo que  la convierte en una mezcla compleja de 
compuestos volátiles de diferente naturaleza química presentes en  concentraciones 
muy  variadas.  Pero  los  humanos  no  somos  capaces  de  distinguir  cada  una  de  las 
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individualidades  que  conforman  el  aroma,  sino  que  percibimos  un  único  estímulo 
global [4]. Por este motivo, si se busca estudiar los distintos responsables del olor que 
presenta  un  alimento,  es  necesario  llevar  a  cabo  un  análisis  cromatográfico  que 
permita  la separación de  los compuestos. Pero, en  la mayoría de  los casos, el perfil 
cromatográfico obtenido mediante un detector convencional  (un FID o un MSD) no 
coincide  con  el  perfil  aromático  del  producto  [5].  Y  es  que  existen  numerosos 
compuestos  volátiles  que  no  presentan  olor  y  que,  por  tanto,  no  participan  en  el 
aroma,  pero  que,  si  se  hallan  en  concentraciones  elevadas,  proporcionan  picos 
cromatográficos  importantes.  Por  el  contrario,  hay  odorantes  de  los  que  no  se 
consigue  señal  instrumental porque  se encuentran en  concentraciones  inferiores  al 
límite de detección del detector. Sin embargo,  sus umbrales de percepción  son  tan 
sumamente bajos que contribuyen al aroma en gran medida. Así pues, para distinguir 





  Poco  tiempo después de  inventarse  la  cromatografía de gases en 1952  [6],  los 




se  iniciaba  una  nueva  etapa,  que  constituía  toda  una  revolución  en  el  análisis  del 
aroma: poder asignar descriptores olfativos a  los picos cromatográficos y, más aún, 
detectar  con  la  nariz  olores  originados  por  compuestos  que  los  detectores 
instrumentales  no  conseguían  registrar.  Y,  aunque  durante  los  últimos  años  la 
sensibilidad  de  los  detectores  químicos  se  ha  incrementado  enormemente, 
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con  la nariz humana  las  cualidades aromáticas de  los  compuestos que eluyen de  la 
columna cromatográfica, a  la vez que el detector  instrumental  instalado proporciona 
un  cromatograma.  De  esta  manera  se  pueden  asignar  olores  a  los  picos  y/o 
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  En  un  análisis  por  GCO  es  necesario  introducir  un  extracto  aromático 
representativo  del  producto  a  analizar  en  el  cromatógrafo  de  gases  a  través  del 
puerto de inyección. Tras la separación de los distintos componentes de la mezcla en 
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  En  los primeros estudios en  los que  se empleó  la GCO,  se olía el efluente que 
salía directamente del cromatógrafo. Pero éste era un gas seco y muy caliente, lo que 
provocaba la deshidratación nasal de quienes llevaban a cabo los análisis. Además de 
ser un procedimiento  sumamente  incómodo, disminuía  la  capacidad olfativa de  los 






facilitar el registro de  los datos y asegurar  la correcta transferencia de  los odorantes 
hasta  el  “sniffer”  o  cono  olfativo  sin  pérdidas  por  la  condensación.  En  esencia,  el 
sistema  aquí descrito  es  el que  se utiliza  actualmente  en  casi  todos  los detectores 
olfatométricos.  
  De  esta  forma,  los  compuestos  que  presentan  olor  pueden  distinguirse  entre 
todos  los  volátiles  de  un  alimento.  Sin  embargo,  la  cromatografía  de  gases‐
olfatometría por sí sola no es suficiente. Cuando se trabaja en el campo del aroma es 
necesario  identificar  los odorantes más potentes, determinar cuál es  la  importancia 
relativa de cada compuesto en el aroma global. Sólo así se puede averiguar quiénes 
son  los “key odorants”,  las sustancias a  las que se debe el que cada producto huela 
como  lo  hace.  Por  este motivo,  desde  la  aparición  de  la GCO  se  han  desarrollado 
distintas técnicas olfatométricas con el fin de evaluar  la  importancia sensorial de  los 
compuestos  aromáticos.  Cada  una  de  estas  técnicas  presenta  sus  ventajas  e 
inconvenientes [9‐11], y debe ser el analista quien, en función de sus objetivos, elija 
una u otra. 
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  En 1957, poco después de  la  invención de  la  cromatografía de gases, Patton y 




sustancia  al  calcular  su  “valor de aroma”:  el  cociente  entre  su  concentración  en  la 
matriz y su umbral de percepción en dicha matriz. Así, para un determinado alimento, 
los  compuestos olorosos  con un valor de aroma  superior a  la unidad  serán  los que 
más  influirán en el aroma de ese alimento, contribuyendo  tanto más cuanto mayor 
sea  el  valor.  Sin  embargo,  esta  forma  de  evaluar  la  importancia  sensorial  de  los 
odorantes requiere una cuantificación y una determinación del umbral de percepción 
para cada compuesto en cada matriz,  lo que  implica un trabajo  largo y tedioso que, 
cuando no sea posible  la cuantificación, no podrá  llevarse a cabo  [4]. Además,  tal y 
como ya se explicó en el apartado 2.2.4 de esta tesis doctoral, el cálculo de los valores 
de aroma no tiene en cuenta  los efectos sinérgicos y antagónicos que pueden darse 
entre  compuestos.  También  correlaciona  linealmente  concentración  e  intensidad 
percibida, cuando, en realidad, la relación entre estos parámetros es exponencial.  
  De ahí que, con el paso de  los años, se haya  intentado estimar  la contribución 
sensorial de  los diferentes odorantes al aroma de un determinado producto de una 
forma  más  sencilla  que  calculando  los  valores  de  aroma  para  cada  uno  de  esos 
odorantes.  Para  ello  se  han  desarrollado  distintas  técnicas  olfatométricas  que 
recopilan y procesan  los datos obtenidos a  través de  la GCO, y que  se clasifican en 




de  gases  con  detector  olfatimétrico:  una  herramienta  esencial  para  el  análisis  del 
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diluye  sucesivamente  dicho  extracto  (normalmente,  con  el  mismo  disolvente 
empleado en su obtención), y se analiza cada dilución olfatométricamente hasta llegar 
a  aquélla  en  la  que  no  se  detecta  ningún  olor  en  el  efluente  de  la  columna 
cromatográfica. Es decir, hasta que la concentración del odorante que origina el olor 
es  inferior  a  su  umbral  de  percepción.  Para  cada  uno  de  los  olores  percibidos 
inicialmente se determina entonces su factor de dilución (FD): la última dilución en la 









  Dentro de  las  técnicas de dilución  también  se engloba el AECA  (Aroma Extract 
Concentration Analysis) desarrollado en 1997 por Kerscher y Grosch [17] y en el que 
se analizan mediante GCO concentraciones sucesivas del extracto obtenido. Mientras 
que  en  el AEDA  los  compuestos  volátiles  se  extraen de  la matriz  e  inicialmente  se 
concentran  para  conseguir  el  extracto  que  posteriormente  se  irá  diluyendo,  en  el 
AECA,  dichos compuestos se aíslan de la matriz y pasan a analizarse por GCO. Luego 
se  elimina  de  forma  sucesiva  el  disolvente,  de  manera  que  el  extracto  se  va 
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aunque no  fue hasta 1997 cuando Pollien et al.  [19] desarrollaron y  formalizaron el 
método.  En  ellas,  un  panel  de  analistas  analiza  un  mismo  extracto  aromático 
mediante GCO. Para cada  individuo se registran  los tiempos de retención en  los que 
se  detectan  olores  y  la  descripción  y  duración  de  los mismos.  Tras  los  análisis,  se 
determina el número de analistas que perciben cada olor, de manera que  los olores 
detectados  con  mayor  frecuencia  son  los  que  presentan  una  mayor  importancia 
relativa. Esto se relaciona a su vez con una mayor intensidad aromática. Así se puede 
dibujar un  “aromagrama”, un perfil aromático del producto analizado en el que  se 
enfrenta  la  frecuencia  de  detección  (en %)  con  los  tiempos  de  retención.  En  este 
aromagrama,  mientras  la  altura  del  pico  (que  se  denomina  NIF:  nasal  impact 
frequency)  corresponde  al  número  de  analistas  que  han  detectado  un  olor  a  ese 
tiempo  de  retención,  el  área  se  relaciona  con  la  duración  del  olor  (y  se  denomina 
SNIF: surface of nasal impact frequency) [9‐11]. 
  Las técnicas de tiempo‐intensidad 
  En  las  técnicas de  tiempo‐intensidad,  los analistas deben evaluar  la  intensidad 
del olor percibido, así como describirlo y registrar su duración. La primera técnica de 
estas características fue desarrollada en 1990 por McDaniel y sus colaboradores [20, 
21] y  la denominaron OSME. En ella, el analista evalúa  la  intensidad del olor en un 
rango  de  0  (intensidad  nula)  a  15  (máxima  intensidad)  moviendo  un  indicador 
electrónico conectado a un sistema  informático a  lo  largo de una escala de 150 mm. 
Al enfrentar  las  intensidades de  los olores con el tiempo de retención se obtiene un 
“osmeograma”,  una  representación  gráfica  de  la  importancia  sensorial  de  los 
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compuestos en el aroma global de  la  sustancia. Pero esta  técnica presenta algunas 
dificultades para los analistas, sobre todo a la hora de marcar la intensidad utilizando 
el dispositivo  indicador. Por ese motivo se desarrolló posteriormente  la Finger Span 
Cross‐modality  Matching  (FSCM),  otra  técnica  en  la  que  el  analista  señala  la 
intensidad del olor percibido, pero esta vez separando el dedo pulgar del  índice o el 
corazón mediante un aparato: a mayor  intensidad, mayor distancia entre  los dedos 
[22,  23].  Y,  aunque  en  estas  técnicas  se  reduce  considerablemente  el  tiempo  de 




pero  en  una  escala  previamente  fijada  y  una  vez  que  el  odorante  ha  eluido  de  la 
columna cromatográfica. El análisis olfatométrico lo realiza un panel de analistas. Para 




y  no  es  posible  proporcionar  los  valores  de  referencia mientras  se  está  llevando  a 
cabo el análisis olfatométrico [9‐11].  
  3.2.2.‐ Limitaciones de la GCO 
  Todas  las  técnicas  olfatométricas  desarrolladas  presentan,  como  ya  se  dijo 
anteriormente,  ventajas  e  inconvenientes.  Además,  cada  una  de  ellas  se  basa  en 
principios  diferentes,  por  lo  que  su  aplicación  a  una misma muestra  proporciona 
también resultados diferentes. Así, compuestos con umbrales de detección muy altos 
pueden  presentar  FD  obtenidos  por AEDA  y  valores  CHARM muy  bajos,  pero  unas 
respuestas muy altas si se aplican las técnicas de frecuencia de detección o de tiempo‐
intensidad.  O  compuestos  con  el  mismo  FD  para  AEDA  e  idéntica  frecuencia  de 
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o  los  requerimientos  que  se  impongan,  será más  adecuado  emplear  una  técnica  u 
otra, para  seleccionar  y  clasificar  los odorantes de  acuerdo  con  su potencia  y/o  su 
intensidad aromática [24]. 
  De  forma general,  las  técnicas más  rápidas son  las de  frecuencia de detección, 
seguidas por las de tiempo‐intensidad, mientras que las de dilución requieren tiempos 
de  análisis  considerablemente más  largos.  En  cuanto  a  la  facilidad  para  llevarlas  a 





de  detección  y  la  de  intensidad  posterior,  la  primera  presenta  una  mayor 
repetitividad, mientras que la segunda discrimina mejor entre los distintos niveles de 
concentración  de  los  odorantes  [26].  No  obstante,  comparando  los  resultados 
obtenidos  a  partir  de  una  evaluación  sensorial  con  los  resultados  de 
intensidad/concentración que proporciona  cada una de  las dos  técnicas,  todos  son 
similares [27].  
  En  las  técnicas de dilución, un  analista puede no percibir un odorante en una 
dilución,  pero  sí  detectarlo  en  diluciones  superiores  [28],  motivo  por  el  cual,  las 
técnicas de frecuencia de detección y las que miden intensidades son más adecuadas 
a la hora de comparar muestras diferentes o realizar análisis cuantitativos [27, 29, 30]. 
Sin  embargo,  y  aunque  estos  dos  tipos  de  técnicas  sí  que  cumplen  las  leyes 
psicofísicas de la percepción, la información que proporcionan no es una medida real 
del papel que juega un compuesto en el aroma de una sustancia, porque no se puede 
asegurar  que  la  concentración  de  ese  compuesto  que  llega  a  la  nariz  del  analista 
durante el análisis cromatográfico sea la misma que cuando se huele directamente el 
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  Pero, además de  las propias  limitaciones que presenta cada una de  las distintas 
técnicas olfatométricas, es necesario considerar aquéllas que aparecen por el hecho 
de  emplear  la  nariz  humana  como  detector  cromatográfico  y  que  principalmente 
influyen  sobre  la  reproducibilidad del análisis  [10, 31]. Es el  caso del  cansancio y  la 
saturación  sensorial  que  puede  sufrir  el  analista  y  que  afectan  negativamente  a  la 
calidad de los datos obtenidos. Para evitarlo, deben acortarse los tiempos de análisis. 
También hay que tener en cuenta que el orden de elución, la identidad aromática y la 
intensidad  percibida  para  un  determinado  compuesto  pueden  afectar  de  forma 
directa a  la  intensidad con  la que se percibe el odorante que eluye  inmediatamente 
después  de  él. Una manera  de  eliminar  este  efecto  es modificar  la  elución  de  los 
compuestos variando algunos parámetros  cromatográficos  (temperatura, presión) o 
cambiando  el  tipo  de  columna  empleada.  Además,  el  orden  en  el  que  eluyen  los 
compuestos puede  llegar a memorizarse,  lo que origina  fenómenos de anticipación: 
se  sabe qué olor  será el  siguiente en detectarse  y  se  le  “espera”,  lo que  reduce  la 
objetividad. Por  ese motivo  se debe  alternan  el orden de  los  analistas o  introducir 
blancos entre las muestras.  
  Asimismo, el ambiente en el que se  realiza el análisis debe  reunir una serie de 
requisitos, ya que puede inducir a que se cometan errores de percepción [10, 31]. Los 





la  que  se  realiza  el  análisis,  cómoda,  preferiblemente  sentado.  Para  evitar  la 
deshidratación de las fosas nasales, el eluyente debe mezclarse con aire humidificado.  
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  También hay que  tener en  cuenta  la  sensibilidad de  los analistas  y  si han  sido 
entrenados o no [10]. Cada individuo tiene un umbral de detección distinto para cada 
compuesto,  con  lo  que  los  valores  de  percepción  pueden  variar  mucho  entre 
analistas. Además, como ya se explicó en el apartado 2.1.3 de esta tesis doctoral, hay 
personas  que  presentan  “anosmias”  y  que,  aún  sin  haber  perdido  el  sentido  del 
olfato, son incapaces de detectar el olor de algunos compuestos o de algunas familias 
de  compuestos.  Esto  supone  un  problema  en  el  caso  de  las  técnicas  de  dilución, 
donde sólo se emplean uno o dos analistas, aunque en el resto de técnicas se solventa 
utilizando un panel de analistas. En cuanto al entrenamiento de los individuos, éste es 
un  proceso  indispensable  para  la  obtención  de  resultados  fiables.  Sólo  tras  un 
correcto  entrenamiento  se  mejoran  la  precisión  y  exactitud  de  los  datos 
olfatométricos  obtenidos  y  se  adquiere  un  vocabulario  común  que  facilita  el 
entendimiento  a  la  hora  de  describir  las  cualidades  aromáticas  percibidas  por  los 
distintos individuos.  
  En  última  instancia,  caracterizar  adecuadamente  el  aroma  de  un  producto 
mediante  la  cromatografía  de  gases‐olfatometría  depende  del  extracto  aromático 
obtenido.  La  técnica  de  pretratamiento  de  muestra  empleada  para  aislar  los 
compuestos volátiles de  la matriz debe proporcionar un extracto  representativo del 
aroma  que  se  quiera  analizar.  Sin  embargo,  esto  no  es  sencillo,  dado  el  elevado 
número  de  volátiles  presentes  en  cada  alimento,  con muy  diferentes  propiedades 
físicas y químicas, y el amplio rango de concentraciones en las que pueden aparecer.  
  3.2.3.‐ Obtención de extractos aromáticos representativos 
  Cuando  se  habla  de  la  representatividad  de  un  extracto  aromático  se  hace 
referencia  al  hecho  de  que  ese  extracto  debe  contener,  no  sólo  los  volátiles 
responsables  del  aroma  del  producto,  sino  que,  además,  esos  volátiles  deben 
aparecer en  las mismas proporciones en  las que se encuentran en  la matriz. Pero  la 
representatividad del extracto depende del objetivo de la investigación, por lo que no 
hay que considerarla en términos absolutos. Porque no es lo mismo querer cuantificar 
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caso,  hay  que  tener  presente  que  todas  las  técnicas  presentan  ventajas  e 
inconvenientes [9‐11], por lo que debe ser el analista quien evalúe la situación, valore 
cada uno de los puntos a considerar y finalmente, decida. 
  En  ese  mismo  apartado  del  capítulo  2  también  se  describen  los  distintos 
métodos que se emplean habitualmente en la obtención de extractos aromáticos, con 
lo que a  continuación  se explican  con más detalle únicamente  las dos  técnicas que 
han  sido  utilizadas  a  lo  largo  del  desarrollo  experimental  de  esta  tesis  doctoral:  la 
microextracción  en  fase  sólida  (SPME)  y  la  extracción  directa  con  disolvente  (DSE) 
seguida de high‐vacuum transfer (HVT). 
  3.2.3.1.‐ Microextracción en fase sólida 
  La microextracción en  fase sólida, o solid‐phase microextraction  (SPME), es una 
técnica  de  preparación  de  muestra  desarrollada  a  principios  de  los  años  90  por 
Pawliszyn y sus colaboradores, en  la que no se emplean disolventes orgánicos y que 
permite  la extracción  y  concentración de  los analitos de  interés en una  sola etapa, 
reduciéndose de forma considerable el tiempo de análisis [33, 34]. 
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aguja de acero  inoxidable  (b),  la  cual, a  su vez,  se 
instala  en  una  jeringa  modificada  o  holder  (c) 
mediante un simple sistema de  rosca. Al presionar 
hacia abajo el émbolo del holder (d) se desenvaina 
la  fibra del  interior de  la aguja,  con  lo que  la  fase 
estacionaria  de  la  fibra  queda  expuesta  a  la 





muestra  considerablemente menores. Como  se muestra en  la  Figura 3.3,  se puede 
llevar a cabo de dos formas diferentes. En la primera (a), la fibra se expone al espacio 
de cabeza o headspace de la muestra (HS‐SPME), con lo que la extracción tiene lugar 
en  la  fase  gaseosa.  Es  el  procedimiento más  utilizado,  recomendado  para  analizar 
matrices complejas o cuando se trabaja con compuestos volátiles. En el segundo (b), 
la fibra se sumerge directamente en la muestra (DI‐SPME), por lo que la extracción se 
lleva  a  cabo  en  la  fase  líquida.  Se  utiliza  con  analitos  no muy  volátiles  y muestras 
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un  septum  (paso  I  de  la  Figura  3.3).  Tras  acondicionar  o  limpiar  la  fibra,  ésta  se 
introduce en el vial atravesando el septum con la aguja que la aloja. A continuación, se 
empuja el émbolo del holder hasta que la fibra queda fuera de la aguja y expuesta al 
headspace o a  la propia muestra. Entonces  tiene  lugar  la extracción de  los analitos, 
favorecida por  la agitación constante de  la muestra por el  imán (paso  II de  la Figura 



















que  se  vaya  a  llevar  a  cabo: mientras  que  para  la  cromatografía  líquida  (HPLC)  es 
necesario utilizar un disolvente en una  interfase previa al cromatógrafo de  líquidos, 
en el caso de la cromatografía de gases la desorción es térmica [35]. En este segundo 
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supuesto  únicamente  hay  que  introducir  la  aguja  en  el  inyector  del  cromatógrafo 













motivo,  y  con  el  objetivo  de  obtener  los mejores  resultados  posibles,  es  necesario 
optimizar  cada  una  de  estas  variables  antes  de  llevar  a  cabo  un  análisis mediante 
SPME. 
  Tipos de fibras 
  En  el mercado  existen  varios  tipos  de  fibras.  Se  diferencian  en  el  grosor  y  la 
polaridad de sus fases estacionarias, lo que determina la cantidad y el tipo de analito 
que  permiten  extraer.  Además,  según  cómo  estén  inmovilizadas  las  capas  de  fase 
estacionaria  sobre  la  fibra  de  sílice  fundida,  encontramos  fases  ligadas,  no  ligadas, 
parcialmente entrecruzadas o  fuertemente  entrecruzadas  (Figura 3.4).  Las  fases no 
ligadas son estables en algunos disolventes orgánicos miscibles con el agua, aunque 
pueden hincharse si se usan disolventes apolares. Por su parte,  las  fases  ligadas son 
estables  en  todos  los disolventes orgánicos,  a  excepción de  algunos  apolares.  Y  en 
cuanto  a  las  fases  entrecruzadas,  todas,  tanto  las  parcial,  como  las  fuertemente 
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Figura 3.4. Propiedades de las fases estacionarias de las fibras de SPME comerciales. PDMS:
polidimetilsiloxano; DVB: divinilbenzeno; PEG: carbowax‐polietilenglicol; PA: poliacrilato; CAR: carboxen.
Fases no ligadas parcialmente fuertementeligadas ; ; y entrecruzadas.  
  Las  fibras  serán  tanto más  afines  a un  tipo de  analito  cuanto más  semejantes 
sean a dicho analito en términos de polaridad. De este modo,  las  fibras apolares de 
polidimetilsiloxano  (PDMS)  están  recomendadas  para  la  extracción  de  compuestos 
volátiles  apolares,  mientras  que  las  fibras  polares  de  poliacrilato  (PA)  son  más 
efectivas  para  la  extracción  de  compuestos muy  polares.  Respecto  a  las  fibras  con 
mezclas de fases estacionarias, los efectos de adsorción/absorción y distribución de la 
fase  estacionaria  se  ven  mutuamente  potenciados,  con  lo  que  se  incrementa  la 
capacidad de extracción [35, 36]. Así,  las fibras de polidimetilsiloxano/divinilbenceno 
(PDMS/DVB)  se utilizan para  la  extracción de  compuestos  volátiles polares de  bajo 
peso molecular. Las de divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) 
son  aptas para extraer un  amplio  rango de  analitos  con  valores de peso molecular 
entre 40 y 275. 
  En  cuanto  al  grosor  de  la  fase  estacionaria,  se  ha  comprobado  que  los 
recubrimientos más gruesos favorecen la extracción de los compuestos más volátiles. 
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Las  fases más  finas  son más  efectivas  con  los  semivolátiles. Además,  las  fibras  con 




  Además  de  las  fibras  comerciales  anteriormente  descritas,  han  comenzado  a 
desarrollarse  nuevas  fases  estacionarias,  como  los molecularly  imprinted  polymers 
(MIPs)  o  los  materiales  de  acceso  restringido  (RAM)  [38,  39],  con  el  objetivo  de 
incrementar  la  afinidad  y  selectividad  de  la  SPME.  Los  primeros  consisten  en 
receptores sintéticos que únicamente interaccionan con las moléculas que presentan 
una  determinada  geometría  y  grupo  funcional.  Los  segundos  son  materiales 
especiales  capaces  de  fraccionar  la muestra,  de  forma  que  los  componentes más 




  Como  ya  se  ha  comentado  previamente,  la  eficacia  de  la  extracción  no  sólo 
depende del tipo de fibra empleada, sino también de otros factores que  influyen en 







máxima  en  el punto de  equilibrio, no  es necesario  alcanzar  estas  condiciones para 
obtener unos buenos resultados en cuanto a precisión y exactitud, ya que existe una 
relación  lineal entre  la  cantidad de analito  retenido por  la  fibra  y  su  concentración 
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inicial  en  la  matriz.  Sin  embargo,  en  estas  condiciones  de  no‐equilibrio  hay  que 




los  coeficientes  de  partición.  En  el  caso  de  la HS‐SPME,  aunque  el  aumento  de  la 
temperatura favorece el paso de más analitos de la matriz al headspace, también hace 
que disminuyan los coeficientes de partición entre la fibra y la fase gaseosa, ya que el 
proceso  de  extracción  de  la  fibra  es  exotérmico  [35,  36].  Para  solventar  este 
problema, y en el caso de que sea necesario calentar considerablemente  la muestra, 
Zhang  y  Pawliszyn  [40]  desarrollaron  un  dispositivo  complejo  que  enfría  la  fibra 
mediante  CO2  líquido  y  que  se  ha  probado  en  la  extracción  de  compuestos  en 
distintas matrices con muy buenos resultados [41].  
  En cuanto a  la agitación de  la muestra, ésta acelera el transporte convectivo de 
los analitos de  la matriz a  la  fibra. Y, aunque al aumentar  la velocidad de agitación 
disminuye progresivamente el tiempo de extracción necesario para llegar al equilibrio, 









los analitos en  la muestra, con  lo que también  influye en  la eficacia de  la extracción. 
Cambios  en  su  valor  pueden mejorar  la  sensibilidad  de  la  SPME  para  analitos  con 
cierto  carácter  ácido  o  básico.  En  general,  la muestra  se  acidifica  para  extraer  los 
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es  elevada,  entonces  también  es  necesario  emplear  volúmenes  de  muestra 
considerables,  aunque,  si  estos  volúmenes  son  lo  suficientemente  grandes,  la 
cantidad de analito extraída es independiente de esta variable [34]. 
  Variables de desorción 
  Si  los analitos extraídos y  concentrados por  la  fibra de SPME  se van a analizar 





  Normalmente,  la  temperatura  del  inyector  para  proceder  a  la  desorción  se 
encuentra entre 150 y 250 ºC, aunque, de forma general, el valor óptimo coincide con 
el  punto  de  ebullición  del  analito  menos  volátil.  Para  mejorar  la  resolución 





mantener  la  fibra  expuesta  durante  algunos  minutos  para  limpiarla  y  eliminar  el 
posible efecto memoria en posteriores análisis [35, 36]. 
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se  obtiene  es  lo  más  parecido  a  lo  inhalado  por  un  individuo  cuando  huele  un 
alimento, porque  se  trata de  la  fracción  realmente volátil que  llega hasta  sus  fosas 
nasales.  
  Por este motivo, la SPME se ha aplicado en el análisis tanto del aroma, como de 
los  off‐flavors  u  olores  anómalos  de muy  distintos  productos  alimenticios:  frutas  y 
vegetales,  cereales,  hierbas  y  especias,  bebidas  (alcohólicas  o  no),  aceites,  salsas, 
carnes  y  pescados,  derivados  lácteos,  etc.  [35,  44‐47].  Pero  no  se  ha  utilizado 






aroma  global  del  producto  en  el  que  se  encuentren.  De  ahí  que  sea  necesaria  su 
determinación.  En  muchos  casos,  además  de  las  bajas  concentraciones,  estos 
compuestos  presentan  otros  problemas  asociados,  como  inestabilidad,  elevada 
reactividad  de  sus  grupos  funcionales,  baja  volatilidad,  etc.,  pero  que  pueden 
solventarse mediante derivatización. Y  la  SPME permite una derivatización  sobre  la 
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  Las  extracciones  con  disolventes  son  técnicas  ampliamente  utilizadas  para  la 
obtención  de  extractos  aromáticos  de  los  alimentos.  En  ellas  se  produce  una 
transferencia  de  los  compuestos  odorantes  desde  la  matriz  hasta  un  disolvente 
orgánico, pudiéndose distinguir, tal como ya se explicó en el apartado 2.3.2, entre  la 
extracción  líquido‐líquido  (LLE),  si  la muestra  es  líquida,  y  la  extracción directa  con 
disolvente  (DSE), si ésta es sólida. En ambos casos, el  fundamento del método es el 
mismo y se basa en  la mezcla y agitación de  la muestra con el disolvente, de  forma 
manual  o  automática,  para  permitir  la  extracción  de  los  analitos  de  la matriz.  La 
eficacia de esta extracción depende del  tipo de disolvente que se use, de  la  técnica 
empleada  (que  puede  ser  en  continuo  o  en  discontinuo),  y  del  tiempo  y  la 
temperatura de extracción [54]. 
  En  el  caso  de  la DSE,  dado  que  se  trata  de matrices  sólidas,  normalmente  es 
necesaria una homogeneización, un molido o un machacado de las muestras antes de 
llevar  a  cabo  el  procedimiento  de  extracción.  A  veces,  como  ocurre  con  las  frutas 
frescas,  incluso debe realizarse una desactivación enzimática para evitar alteraciones 
de  la composición de  la muestra  [55]. Tras  la extracción, se procede al decantado y 
filtrado de  la mezcla  y, posteriormente,  a  la  concentración de  la  fase orgánica por 
evaporación de la mayor parte del disolvente, motivo por el que se prefiere el uso de 
disolventes con bajos puntos de ebullición. 
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freones  y  varias mezclas binarias de estos mismos disolventes  [55, 56]. Algunos de 
estos disolventes, junto a sus puntos de ebullición y si son, o no, miscibles en agua, se 












  En  general,  el  diclorometano  puede  considerarse  como  el  disolvente  más 
universal, ya que tiene la ventaja de no ser inflamable (lo que no ocurre con el resto 
de  productos,  a  excepción  de  los  freones),  y  presentar  un  punto  de  ebullición 
relativamente  bajo.  Pero  si  la muestra  contiene  alcohol,  entonces  se  recomienda 
utilizar  freones  o  hidrocarburos.  De  otra  manera,  el  disolvente  (caso  del 
diclorometano o el éter diétílico) extraería el etanol [56]. Se obtendría entonces una 
solución diluida de volátiles en etanol y, dado que éste tiene un punto de ebullición 
elevado,  a  la  hora  de  concentrar  el  extracto  se  perderían  numerosos  compuestos 
aromáticos  junto  con  él.  En  cuanto  al  éter,  al  llevar  inhibidores  para  evitar  la 
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formación  de  peróxidos  explosivos,  puede  dar  problemas  de  contaminación  en  el 
análisis cromatográfico [54, 56].  
  La extracción directa  con disolventes,  y en  general,  todas  las extracciones  con 
disolventes, presentan numerosos inconvenientes. Entre ellas, su baja selectividad: al 
utilizarse  los  disolventes  orgánicos  habituales,  no  sólo  se  extraen  los  compuestos 
volátiles  de  la  matriz,  sino  también  todos  aquellos  compuestos  que  presentan 
afinidad por dicho disolvente. Estos  compuestos pueden  tener puntos de ebullición 
altos  o  no  ser  volátiles,  lo  que  origina  problemas  posteriores  en,  por  ejemplo,  el 
análisis  cromatográfico.  Todo  esto,  además,  reduce  la  sensibilidad  del  método 
respecto  a  los  analitos de  interés que  se encuentren en  concentraciones  traza  [45, 
55].  Sin  embargo,  este  problema  puede  solventarse  hasta  cierto  punto  empleando 
disolventes con diferentes polaridades.  





trazas  de  sus  propias  impurezas  los  extractos  aromáticos  que  se  obtengan,  lo  que 
encarece  todo el proceso  [45, 55]. A esto hay que añadirle  la posibilidad de que se 
formen  emulsiones,  sobre  todo  si  la  presencia  de  lípidos  es  elevada.  Para  intentar 
minimizar la aparición de estas emulsiones es aconsejable aplicar una agitación suave 
y mantener el sistema a bajas temperaturas [55, 56].  
  Otro  inconveniente  de  las  extracciones  con  disolvente  es  que  se  requieren 
prolongados tiempos de análisis y una gran manipulación de  las muestras, que en  la 
DSE implica hasta una filtración. Todo esto provoca pérdidas de analitos en cada uno 
de  los pasos de  la extracción y  la posibilidad de sufrir contaminaciones  [45]. El paso 
más crítico de todo el proceso, y donde con más facilidad se producen las pérdidas de 
volátiles, es en  la etapa final de concentración. Generalmente, y una vez que se han 
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separado  ya  las  dos  fases,  primero  es  necesario  el  uso  de  sales  anhidras  (sulfato 







utilizado.  Este pico  será más o menos  grande, pero  en muchos  casos dificultará,  o 
incluso  impedirá,  la determinación de aquellos compuestos que coeluyan con él [45, 
55].  Es  lo que ocurre  con  el  acetato de  etilo  cuando  se  realiza una  extracción  con 




primera,  que  son  relativamente  sencillas  de  llevar  a  cabo.  Y,  principalmente,  que 
permiten utilizar mayores  cantidades de muestra que otras  técnicas,  con  lo que  se 






De  tal manera  que,  si  se  realiza  una  extracción  con  disolventes  para  obtener  un 
extracto  aromático  de  estos  productos,  además  de  los  compuestos  volátiles  se 
extraerán también  los  lípidos. Con el objetivo de eliminarlos y conseguir un extracto 
aromático  sin  interferencias  de  este  tipo,  es  necesario  aplicar  otra  técnica  de 
extracción complementaria como es el High‐Vacuum Transfer (HVT). 
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  Gracias  al High‐Vacuum  Transfer  (HVT)  los  volátiles  de  un  alimento,  o  los  del 
extracto obtenido mediante el uso de disolventes, se destilan aplicando un alto vacío 








artefactos.  La  idea  consistía  en  transferir  (“transfer”,  en  inglés)  únicamente  los 
compuestos volátiles de un recipiente a otro pertenecientes al mismo sistema. Para 
ello  era  necesario  conectar  ambos  recipientes  entre  sí  por  un  tubo  de  vidrio  y 









B C D E
 
Figura 3.5. Equipo de destilación propuesto por Schieberle y Grosch [61] 
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las  trampas  utilizadas:  B  (hielo/agua),  C  (mezcla  de  acetona/hielo  seco),  D  y  E 
(nitrógeno  líquido), se  lograba que  la diferencia de temperatura entre el matraz y  la 
última trampa (‐190 ºC) fuera lo suficientemente pronunciada como para llevar a cabo 
el proceso. Al  final,  las distintas  fracciones condensadas que se obtenían en  las dos 
últimas  trampas,  se  juntaban,  se  secaban  y  se  concentraban  hasta  el  volumen 
deseado utilizando una columna Vigreux. 





volátiles.  También  se  recubrió  con  una  camisa  el  tubo  de  vidrio  que  conectaba  el 
matraz y la primera trampa, para hacer circular por ella agua a la misma temperatura 
que el agua del baño. Así se evitaba la condensación de los volátiles antes de llegar a 
las  trampas.  Por  último,  se  diseñó  un  nuevo  conector  entre  el matraz  y  el  tubo 
encamisado que protegía al sistema de las salpicaduras que se producían en el matraz 
(Figura 3.6).  
  Este  conector  consistía  en  una  pieza  de 
vidrio cerrada, pero agujereada en la parte que 
quedaba  dentro  del matraz,  y  con  un  gancho 
hueco  en  su  interior,  también  de  vidrio.  De 
esta manera,  únicamente  los  volátiles  podían 
pasar  a  través  de  los  agujeros  de  la  pieza  y 





  En  la actualidad, el equipo utilizado para  llevar a cabo  la extracción de volátiles 
utilizando la técnica del HVT es el que se muestra en la Figura 3.7, y ha sido el equipo 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
APLICACIÓN DE LA CROMATOGRAFÍA DE GASES-OLFATOMETRÍA EN LA CARACTERIZACIÓN 
DEL AROMA DEL VINAGRE DE VINO, DE LOS PISTACHOS Y DEL ACEITE DE OLIVA 
Laura Aceña Muñoz 







que  se  alcance  un  vacío  aproximado  de  5 mPa.  Al mismo  tiempo,  las  trampas  se 
sumergen  en  el  nitrógeno  líquido  contenido  en  los  Dewars.  A  continuación,  la 
muestra, o el extracto del que se quiere separar la fracción volátil, se introduce en el 
embudo  de  adición  y  se  deja  caer  gota  a  gota  sobre  el matraz  de  dos  bocas.  Este 
















  Durante  la  adición  de  la muestra  se  producen  numerosas  salpicaduras  en  el 
interior del matraz y, aunque estas salpicaduras llegar a introducirse por los agujeros 
de  la  pieza  que  conecta  dicho  matraz  con  el  tubo  encamisado,  únicamente  los 
volátiles  son  capaces  de  pasar  a  través  del  gancho  situado  en  su  parte  superior. 
Finalmente,  en  la  primera  trampa  se  condensan  los  volátiles,  que  incluyen  el 
disolvente utilizado en  la extracción. La segunda  trampa sirve de protección para  la 
bomba de vacío. 
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  Sin  embargo,  el  aparato  anteriormente  descrito  también  presenta  algunos 
inconvenientes [59]: 
• los  compuestos  aromáticos  con  puntos  de  ebullición  más  altos  pueden 
condensar parcialmente dentro de los tubos, antes de alcanzar las trampas; 




• y, además, el equipo es  sumamente  frágil, ocupa mucho espacio y necesita 
tiempos de funcionamiento bastante largos. 
  Por eso, Engel et al. [59] desarrollaron un nuevo aparato de destilación en 1999 
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  En el SAFE,  tras aplicar el vacío  (≈5 mPa), se deja gotear poco a poco  sobre el 
matraz de destilación la muestra contenida en el embudo de adición. Así, los volátiles 










  Respecto  al  High‐Vacuum  Transfer  (o  a  su  versión más moderna  del  Solvent 




HVT,  se  han  utilizado  en  la  obtención  de  extractos  aromáticos  de  muy  distintos 
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lo  largo  de  este  capítulo  de  la  tesis  doctoral  (SPME  y  DSE‐HVT),  se  ha  podido 
comprobar que ambas son adecuadas para el análisis de los compuestos responsables 
del aroma de los alimentos [69, 73]. Pero se ha visto que la SPME, además de ser más 
rápida,  sencilla  y  barata,  presenta  límites  de  detección más  bajos,  con  lo  que  es 




  En  cualquier  caso,  ambas  técnicas  son  válidas  para  obtener  extractos 
representativos del aroma del alimento que se quiera analizar, y su combinación con 





alimentos  es  una  parte  fundamental  de  los  mismos,  considerado  un  importante 
parámetro de calidad, ya que es responsable, en gran medida, de  la aceptación o el 
rechazo  de  estos  productos  por  parte  de  los  consumidores.  La  mayoría  de  los 
alimentos presenta un  aroma  sumamente  complejo, en el que  intervienen un  gran 
número de compuestos de distinta naturaleza química con muy diversas propiedades 
sensoriales. Además, esta complejidad aumenta por el efecto matriz del alimento en 
el  que  se  encuentran  los  odorantes,  y  por  el  hecho  de  que,  muchos  de  estos 
compuestos, aparezcan en concentraciones muy bajas. Por  todo ello, y aunque a  lo 
largo  de  los  últimos  años  se  han  producido  numerosos  avances  en  las  técnicas 
analíticas, el análisis del aroma de los alimentos continúa siendo un importante reto. 
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  Las  aplicaciones  de  la  cromatografía  de  gases‐olfatometría  en  el  análisis  del 
aroma  de  los  alimentos  son  varias,  aunque  lo  más  habitual  es  su  empleo  en  la 
caracterización del perfil aromático de las muestras. De este modo, se puede llegar a 
determinar  la  importancia  relativa  que  presentan  los  compuestos  aromáticamente 
activos en del aroma global de un alimento. Sin embargo, también hay que tener en 
cuenta otros usos de  la GCO no menos  importantes, como son  la determinación de 
compuestos  impacto  y  de  off‐flavors,  su  empleo  en  el  control  de  calidad  o  para 
establecer una correlación entre datos sensoriales e instrumentales.  
  Debido a que este  campo de  investigación abarca  varios ámbitos,  los estudios 
relacionados con las aplicaciones de la GCO en el análisis del aroma de los alimentos 
son muy  numerosos,  sobre  todo  en  lo  que  respecta  a  los  últimos  años.  Por  este 
motivo, a continuación sólo se presentan a grandes  rasgos  las distintas aplicaciones 
de  esta  técnica,  haciéndose  referencia  a  algunos  de  los  trabajos  existentes 




los  alimentos  se  centra en  la  identificación de  aquellos odorantes  responsables del 
aroma.  En  la mayoría  de  los  casos,  además,  se  persigue  una  jerarquización  de  los 
mismos. Así se puede llegar a saber qué compuestos son los más importantes, los que 
originan  el  aroma  del  producto.  Por  este  motivo  existen  estudios  sobre  la 
caracterización  del  aroma  de  prácticamente  todos  los  alimentos:  desde  bebidas 
alcohólicas,  como  el  vino  [74,  75]  o  la  cachaza  y  el  ron  [76],  hasta  bebidas  no 
alcohólicas, como el  té  [77],  los zumos de  frutas  (78) o  la  leche desnatada en polvo 
[66], pasando por alimentos típicos de la dieta mediterránea, como el aceite de oliva 
virgen [79, 80], así como de aceites de otras materias primas (cacahuetes, avellanas y 
semillas  de  calabaza)  [81].  Entre  los  alimentos  sólidos  que  se  han  estudiado, 
encontramos varios tipos de queso: cheddar británico [65], queso azul y otros quesos 
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curados  (cheddar,  parmesano,  pecorino  y  Grana  Padano)  [82],  al  igual  que  jamón 
curado con sal [70], filetes de carne de vacuno [83], cangrejos al vapor [84] o huevas 
de erizo de mar  [72]. Del mismo modo,  se han  caracterizado numerosos productos 
vegetales,  como  los espárragos  cocidos  [85],  las  trufas  [86], distintas variedades de 
albaricoques [87], chocolate negro [88], etc.  Incluso hasta preparados aromatizantes 
de proteínas de soja [67]. 






alimentación  de  los  animales  (convencional  u  orgánica)  [83],  y  en  el  caso  de  los 
espárragos  cocidos,  las  diferencias  detectadas  presentan  relación  con  el  genotipo 
estudiado  [85],  al  igual  que  los  procesos  tecnológicos  seguidos  en  la  elaboración 
también influyen en el aroma del producto final obtenido [88]. 
  3.3.2.‐ Determinación de compuestos impacto 
  El aroma de  los distintos productos alimenticios depende,  indudablemente, del 
tipo de producto del que  se  trate, de  la materia prima empleada  y del proceso de 
elaboración  seguido,  así  como  de  la  zona  geográfica  de  producción.  Todos  estos 




de  compuestos  responsables,  por  sí  solos,  del  olor  propio  e  identificativo  del 
producto,  los  denominados  compuestos  impacto  o  compuestos  clave.  Por  este 
motivo,  y  sobre  todo  en  aquellos  alimentos  que  se  consumen,  no  por  su  aporte 
nutricional, sino por el placer que proporciona su  ingesta  (donde  sus características 
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compuestos  que  les  confieren  su  identidad  sensorial.  Uno  de  los  productos  más 
estudiados y analizados, y que mejor ejemplariza este hecho, es el vino, ya que se han 
realizado  trabajos  para  identificar  los  compuestos  impacto  en  vinos  de  una misma 
variedad  [89], en vinos de distintas variedades  [90] o en vinos procedentes de una 
misma  zona  de  producción,  tanto  tintos  [91]  como  blancos  [92],  e  incluso  se  han 
estudiado  los  compuestos  con  carácter  impacto  de  distintas  variedades  de  uvas 
habitualmente empleadas en vinificación [93]. 
  Estudios  similares  se han  llevado a  cabo  sobre otros alimentos,  como distintas 
variedades de repollos [94], copos de avena [95], varios tipos de lecitinas de soja [96], 
mantequilla  derretida  [97],  salsas  de  pescado  [98],  etc.  De  hecho,  gracias  a  estos 
estudios,  se  ha podido determinar de manera  concluyente  la  identidad de  algunos 
compuestos  con  carácter  impacto  en  ciertos  alimentos,  atribuida  hasta  entonces 
erróneamente a otros odorantes. Es el caso del aceite obtenido a partir de la piel de 
las naranjas,  cuyo olor  se había  relacionado  tradicionalmente  con el  valencene.  Sin 
embargo, gracias a investigaciones más recientes, se ha podido saber que en realidad 
es el dodecanal el compuesto clave del aroma de este producto [99]. 
  Para realizar estos trabajos de manera fiable son  indispensables  los estudios de 
reconstitución y omisión, lo que dificulta y ralentiza la investigación. En estos ensayos, 
una  vez  caracterizado  el  aroma  de  la muestra  y  cuantificados  los  compuestos  que 
participan en el mismo, se prepara una mezcla con todos estos componentes, en  las 
concentraciones reales en  las que aparecen en dicha muestra. En un primer paso se 
comprueba, mediante  el  análisis  sensorial,  que  el  olor  de  esta  mezcla  realmente 
coincide  con el del producto  inicial. A  continuación,  se van eliminando  los distintos 
componentes de  la mezcla para ver cuál es el efecto sensorial que cada uno de ellos 
ejerce sobre el aroma global. Sin embargo, en este tipo de pruebas no se contemplan 
de manera  directa  los  efectos  aditivos,  sinérgicos  y  antagónicos  que  se  dan  en  las 
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  De  forma general,  los off‐flavors u olores anómalos son olores desagradables o 
extraños  que  aparecen  en  un  alimento,  y  que  no  se  asocian  con  el  aroma  que 
normalmente presenta ese producto. Su origen, tal como ya se vio en el capítulo 2 de 
esta tesis doctoral, es diverso: degradación natural del alimento, contaminación por 






numerosos  los  trabajos desarrollados con el objetivo de determinar  los compuestos 
responsables  de  estas  notas  aromáticas  indeseables.  Además,  cualquier  alimento 
puede sufrir algún proceso que desencadene  la formación de estos compuestos, por 
eso hay estudios realizados sobre todo tipo de productos: desde trabajos en  los que 
se  han  analizado  los  compuestos  aromáticos  desagradables  generados  por  la 
contaminación  de  los  jamones  ibéricos  durante  su  curado  [102],  hasta  los  que 
analizan  el  origen  de  los  olores  a  seta,  tierra  o  moho  en  uvas  afectadas  por  la 
podredumbre [103]. Asimismo, se ha identificado la geosmina como el contaminante 
responsable de  las notas  terrosas de algunos vinos  [104]. Respecto al efecto de  los 
distintos procesados de alimentos, se ha visto que en el caso de los zumos de frutas, 




una  contaminación  o  un mal  procesado  de  los  alimentos,  sino  que  los  off‐flavors 
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los alimentos es  la que  intenta correlacionar  los datos obtenidos en  la GCO con  los 









de  componentes  principales  [111‐115],  pero  en  otros,  las  herramientas 
quimiométricas  son  más  complejas,  como  ocurre  con  el  diseño  de  modelos  de 
predicción  [116] o el análisis de proclústeres generalizados  [117]. En cualquier caso, 
gracias  a  estas  técnicas  se  han  podido  relacionar,  por  ejemplo,  las  propiedades 
sensoriales de algunos vinos con el perfil aromático que proporciona una determinada 
variedad  de  uva  [111],  o  la  calidad  aromática  reconocida  de  ciertos  vinos  tintos 
españoles con  la presencia de una serie de odorantes negativos y de otro grupo de 
odorantes frutales y dulces [112]. También se ha  logrado relacionar  la calidad de  los 
champiñones  con  aquellos  compuestos  olorosos  responsables  de  ciertos  atributos 
sensoriales  [113], mientras que en  las percas  se ha  relacionado el  tipo de  cría que 
hayan  tenido  (salvaje  o  en  piscifactorías)  con  las  distintas  notas  aromáticas  que 
presentan  [114].  Incluso  se  ha  podido  establecer  una  relación  entre  la  calidad 
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         En  la  actualidad,  todos  los  productos  alimenticios  son  sometidos  a  estrictos 
controles de calidad con el objetivo de asegurar su salubridad y valor nutricional, así 
como  el  mantenimiento  de  sus  propiedades  organolépticas.  Estos  controles  se 
suceden  de  forma  continua,  y  no  sólo  desde  que  se  reciben  las materias  primas  y 
hasta el momento en que el alimento procesado  llega al  consumidor,  sino  también 
durante la obtención de las propias materias primas.  
  Dado que  el  aroma  que presentan  los  alimentos  es una de  sus  características 
organolépticas más  importantes,  íntimamente  relacionada con  la calidad, su análisis 
constituye uno de los puntos clave de todo el proceso de control de calidad, y la GCO 
es una de  las  técnicas más  adecuadas para  llevarlo  a  cabo.  Por  este motivo, dicha 
técnica se ha empleado, por ejemplo, en el análisis de distintas bebidas alcohólicas de 
origen agrícola  con diferentes  calidades organolépticas  [118]. En este  trabajo  se ha 
podido comprobar que  la mayor cantidad de  información acerca de  la calidad de  los 
productos  se obtiene  a  través del  análisis de  sus odorantes más  intensos,  y que el 
trisulfito de dimetilo  y  la  geosmina  son  los dos  indicadores más  significativos de  la 
baja calidad sensorial de estas bebidas. También se ha relacionado  la frescura de  las 
sardinas  con  algunos  volátiles  aromáticos  potentes,  de manera  que,  cambios  en  la 
concentración y la percepción de estos odorantes dan una idea bastante acertada de 
la calidad del producto que  llega al consumidor  [68]. Asimismo, una de  las etapas a 
tener en cuenta en  la  industria alimentaria, dada su gran  influencia sobre  la calidad, 
es el periodo de almacenamiento de  las materias primas y  los alimentos. De ahí que 
existan numerosos estudios sobre  los cambios producidos en el perfil aromático de, 
entre  otros,  el  azafrán  [119],  las  peras  [120]  o,  incluso,  la  leche  materna  [121], 
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durante  ese  almacenamiento.  Al  igual  que  también  son  varios  los  trabajos  que 
analizan el efecto que las condiciones de temperatura, embalaje, etc. provocan sobre 
el aroma de los productos durante este periodo [122, 123].  
  Por  último,  a  continuación  se  adjunta  un  cuadro  resumen  (Tabla  3.2)  con  los 
trabajos referenciados a  lo largo de este capítulo y que han sido publicados desde el 
año 2005. Como ya se ha comentado anteriormente, no constituyen en modo alguno 
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Repollos  Determinar los compuestos impacto  SDE  2009  [94] 
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intensificado  los  estudios  sobre  la  actividad  aromática  y  la  contribución  de  los  distintos 
componentes al aroma de diversas bebidas alcohólicas utilizando esta técnica. El hecho de añadir a 
un cromatógrafo de gases un puerto olfatimétrico es  lo que permite que con  la GCO se consiga  la 
separación  de  los  constituyentes  de  un  extracto  aromático  y  que  estos  puedan  ser  evaluados 
sensorialmente  a  su  salida  de  la  columna  cromatográfica.  De  esta  manera,  con  el  detector 
olfatimétrico  es  posible  hacer  una  valoración  tanto  cualitativa  como  cuantitativa  de  los  distintos 
componentes  aromáticos  del  extracto  que  se  quiera  analizar  y,  con  el  detector  instrumental,  se 
puede, además, identificarlos y cuantificarlos. 
En  este  artículo  se  describen  las  distintas  técnicas  olfatimétricas  desarrolladas  para  obtener  una 
estimación  de  la  importancia  sensorial  de  los  diferentes  compuestos  en  el  aroma  global  de  una 
muestra, y  se comentan  sus ventajas e  inconvenientes. Se presenta  también una  revisión general 
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the aroma analysis,  it has not been until  last decade when  the  researchers have  intensified  their 
studies  regarding  the  aromatic  activity  and  the  contribution  of  the  different  components  to  the 
aroma of various alcoholic beverages. Qualitative and quantitative odour evaluation of the different 
components  of  a  sample  is  possible  thanks  to  the  presence  of  a  special  attachment  to  gas 
chromatograph  so‐called  olfactometric  port.  This  port  is  connected  in  parallel  to  conventional 
detectors in such a way that the analytes reach both detectors simultaneously. Therefore, with the 
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En el campo de  la alimentación y también en el de  las bebidas alcohólicas, el aroma es una de  las 
propiedades  sensoriales  decisivas  para  la  selección  y  aceptación  de muchos productos.  Para  que 











2,2,3,3-tetrametilbutano      biciclooctano              alcanfor
 
Figura 1. Estructuras de olor similar 
En un compuesto aromático,  la  relación estructura‐olor viene determinada por  la presencia de un 
grupo osmóforo y  la geometría de  la molécula. Es decir, es necesario un grupo químico  capaz de 
impresionar nuestros sentidos y una disposición adecuada de los átomos de la molécula para que el 
compuesto  aromático  incida  en  un  sitio  concreto  de  nuestra  pituitaria,  de  manera  que  pueda 
percibirse uno u otro olor. Cada uno de estos parámetros  tiene un peso específico más o menos 
importante dependiendo de la sustancia odorante. Así por ejemplo, el 2,2,3,3‐tetrametilbutano y el 
biciclooctano  poseen  un  olor muy  parecido  al  del  alcanfor,  lo  cual  sugiere  que  lo  que  tiene  una 




Otro  factor  a  tener  en  cuenta  es  que  es  necesario  un  número  mínimo  de  moléculas  ‐o  una 
determinada concentración de una sustancia‐ para que el sentido del olfato sea capaz de percibirla 
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o, dicho de otro modo, para  llegar a  lo que  se denomina el umbral de percepción. Determinar el 
valor  de  este  parámetro  no  siempre  es  tarea  fácil  puesto  que  cada  individuo  presenta  una 
sensibilidad  olfativa  propia  y,  además,  un mismo  olor  puede  percibirse  de manera muy  distinta 
dependiendo  del  entorno  en  el  que  se  encuentre.  De  hecho,  en  nuestra  vida  cotidiana,  muy 
raramente encontramos olores simples ya que casi todos ellos son, en realidad, mezclas complejas 
de  distintas  sustancias  odoríferas.  Sin  embargo,  hay  que  decir  también  que  nuestro  sentido  del 
olfato es limitado a la hora de identificar olores por lo que, incluso en las mezclas más simples ‐si no 
estamos  debidamente  entrenados  o  no  tenemos  un  don  innato‐  no  solemos  percibir  aromas 
distintos  sino que  lo  identificamos como una unidad  [3]. Esto  se debe a que, con  la evolución, el 
hombre ha  ido perdiendo  la necesidad primaria del olfato para  su  subsistencia,  lo  cual ha  ido en 
detrimento de este sentido. Además, tal y como se detalla más adelante, estas muestras complejas 
tienen  efectos  adicionales  sobre  los  aromas  individuales  de manera  que  un  aroma  complejo  no 
puede  considerarse  como  la  suma  aritmética  de  los  aromas  que  lo  componen.  Las  interacciones 
entre  los distintos componentes pueden dar  lugar a  intensificación de una nota aromática o a  su 
atenuación  dependiendo  de  las  concentraciones  a  las  que  se  encuentren,  de  la matriz  que  los 
contenga y de las condiciones ambientales en las que se perciba ese aroma.  
Así pues, de manera consciente algunas veces e  inconsciente  la mayoría de ellas,  la  llegada de un 
odorante al olfato nos  lleva a hacer una valoración cualitativa, cuantitativa e  incluso afectiva de  la 
sensación  aromática  percibida  [1‐3].  Estos  tres  parámetros,  conocidos  también  como  las  tres 
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respectivos  aromas  que,  debido  a  su  representación  gráfica,  se  conoce  como  “la  rueda  de  los 
aromas” del vino [5] o de la cerveza [6]. 
Por  otro  lado,  cabe  destacar  que,  independientemente  de  que  podamos  definirlo,  cuando 
percibimos  un  olor  nuestra memoria  reactiva  recuerdos,  provoca  emociones  e,  incluso,  impulsa 
acciones.  Así,  por  ejemplo,  reaccionamos  ante  olores  repulsivos  o  fétidos,  que  pueden  llegar  a 
provocarnos náuseas, debido a que estos actúan como medio de defensa o de repulsión ante cosas 
que pueden ser peligrosas para nosotros ‐aunque la costumbre ha ido disminuyendo el uso de estas 
advertencias‐. Contrariamente, existe  toda una  serie de olores que nos  resultan extremadamente 
agradables y que, muchas veces, nos trasladan en el tiempo a momentos especiales de nuestra vida. 
Estas  respuestas  se  dan  porque  en  la  percepción  olfativa,  aparte  de  la  etapa  química  donde  los 
receptores  envían  señales  hacia  nuestro  cerebro,  hay  otra  psíquica  en  la  que  nuestra memoria, 
activada por el  reconocimiento del olor en el cerebro,  recuerda  todo el contexto emocional en el 
que se percibió aquella sensación. Toda esta parte de la percepción aromática que está relacionada 
con  la  psicología  de  cada  individuo  es  lo  que  constituye  la  vertiente  afectiva  de  la  sensibilidad 
aromática y es la que explica que cada persona aprecie de manera diferente un mismo olor [2, 3]. 
Respecto a  la medida de  la dimensión cuantitativa del aroma, al  igual que  la medida de  las otras 
dimensiones de  la sensibilidad aromática,  resulta un  tanto subjetiva puesto que sólo  los métodos 
fisiológicos  que  utilizan  el  aparato  olfativo  humano  pueden  darnos  una medida  de  ésta.  Estos 
métodos tienen en cuenta que este órgano envía estímulos al cerebro para valorar y cuantificar las 




El  umbral  de  percepción,  tal  y  como  se  ha  comentado  anteriormente,  hace  referencia  a  aquella 
cantidad  de  compuesto  oloroso  que  resulta  suficiente  para  reconocerlo  por  su  olor  y  que 
dependerá, en gran medida, de  la complejidad de  la matriz y del entorno en que se encuentre el 





esto resulta obvio que para determinar  la  importancia sensorial de un compuesto  individual en el 
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    Aire  Agua  Otras Matrices 
Ácido acético  vinagre  60∙10‐6  22‐50   175 (1) 
2,3‐butadiona  mantequilla  15∙10‐6  10∙10‐3 66∙10‐3 (1) 
Acetaldehído  picante,rancio  41∙10‐6  20∙10‐3 1,2 (2) 
2‐isobutil‐3‐metoxipirazina  pimiento verde  2∙10‐9  5∙10‐6 2∙10‐6 (2) 
2‐furfuriltiol  asado  70∙10‐6  5∙10‐6 0,4∙10‐6 (4) 
Hexanal  herbáceo  35∙10‐6  5∙10‐3 0,35 (1) 
Sotolón  especiado  15∙10‐6  2∙10‐3 2,1∙10‐3 (3) 
Linalool  floral  0,5∙10‐6  6∙10‐3 70∙10‐3 (3) 
Metional  patata  0,1∙10‐6  0,1∙10‐3 0,5∙10‐3 (2) 
2‐feniletanol  rosas  15∙10‐6   1    125∙10‐3 (3) 
Vainillina  vainilla  0,8∙10‐6  25∙10‐3 5∙10‐3 (3) 














demostró  que,  en  el  caso  de  componentes  con  notas  aromáticas  similares,  las  intensidades  son 
aditivas,  pero  que  la  intensidad  de  la mezcla  suele  ser menor  que  la  suma  de  las  intensidades 
individuales.  Sin  embargo,  en  las  sustancias  olorosas  que  se  diferencian  claramente  por  su  nota 
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aromática,  se  encontró  que  el  perfil  aromático  de  una mezcla  sólo  es  la  suma  de  los  perfiles 
aromáticos de los componentes cuando las intensidades son similares [1], ya que si no, predomina la 
más intensa, suprimiendo el resto. 
Además,  tampoco  podemos  olvidar  que  dado  que,  normalmente,  los  aromas  que  percibimos  no 
pertenecen a un compuesto aislado sino que  forman parte de una matriz más o menos compleja, 




concentración en  la fase gaseosa. Consecuentemente, estas  interacciones afectan a  la  intensidad y 







a  un  producto  la  esencia  característica  de  su  olor.  Son  los  denominados  compuestos  clave  (key 
substances) o compuestos con carácter impacto. Esto no significa que estas sustancias sean las que 





proporciona básicamente  la  identidad sensorial al alimento en cuestión. Es decir,  las setas huelen 
como  huelen  debido  a  la  presencia  de  la  1‐octen‐3‐ona  en  su  aroma.  Sin  embargo,  tal  y  como 
muestran  los  últimos  ejemplos  de  la  Tabla  2,  también  se  consideran  compuestos  con  carácter 
impacto aquéllos que son  responsables de notas aromáticas características en perfiles aromáticos 
complejos  de  manera  que,  aunque  no  se  perciba  su  olor  claramente,  contribuyen  de  manera 
decisiva al aroma global. En este caso, el aroma del alimento que percibimos se debe a la presencia 
de varios compuestos con carácter impacto. Éste sería, por ejemplo, lo que ocurre con la presencia 
de  la geosmina, que huele a tierra y humedad, en el aroma de  la remolacha. Aunque  la remolacha 
no sólo huele a tierra o humedad, su aroma tiene una componente importante que nos recuerda a 
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Como  ya  se  ha  dicho,  el  aroma  de  una  sustancia  puede  ser más  o menos  complejo.  En  el  caso 




La  complejidad  de  estas  muestras  aromáticas  y  las  bajas  concentraciones  de  algunos  de  sus 
componentes  (incluso  hasta  los  10‐10  g/L)  hacen  que  su  análisis  dependa  del  desarrollo  de  las 
técnicas analíticas y, más concretamente, de la cromatografía de gases (CG). En este campo, el uso 
de  sistemas  de  detección,  ya  sean  específicos  o  universales,  ha  hecho  que  la mayor  parte  de  la 
investigación realizada sobre  la composición del aroma se haya centrado más en el análisis de  los 
compuestos  volátiles  que  en  el  análisis  del  aroma  en  sí.  Además,  cuando  la  investigación  se  ha 
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dirigido hacia  los componentes aromáticos,  lo ha hecho centrándose no  tanto en el aroma global, 
sino en la identificación de compuestos responsables de olores característicos y específicos. Por ello, 
hoy  en  día,  ha  cobrado  especial  interés  la  investigación  que  tiene  como  objetivo  determinar  el 
número, tipo e  importancia relativa de  los odorantes que realmente participan en el aroma de un 






La  cromatografía  de  gases  con  detección  olfatimétrica  o  GCO  (acrónimo  del  inglés  Gas 
Chromatography‐Olfactometry), se basa en la evaluación sensorial de los compuestos químicos que 
eluyen de la columna cromatográfica con el objetivo de determinar cuáles de éstos huelen, es decir, 




especial  en  el  cromatógrafo  llamado  puerto  olfatimétrico,  el  cual  se  conecta  en  paralelo  a  un 
detector  químico  convencional  (generalmente  un  detector  de  ionización  de  llama  FID  o  un 
espectrómetro de masas MS). De este modo, cuando inyectamos una muestra, el eluato se divide de 
tal manera que alcanza ambos detectores simultáneamente, permitiendo relacionar  la  información 





sus colaboradores en el año 1964  [14], han sido varias  las mejoras que se han  llevado a cabo. La 
mayoría de ellas han  ido dirigidas a  solventar  los problemas de  reproducibilidad debidos en gran 
medida  a  la  olfacción  de  un  efluente  de  gas  seco  y  caliente.  Para  evitar  este  problema  se  suele 
mezclar  aire humidificado  con  el  efluente  caliente, de  forma que  se  reduce  significativamente  la 
deshidratación  nasal,  la  cual  puede  afectar  de  manera  importante  a  la  capacidad  olfativa  del 
individuo que realiza el análisis olfatimétrico. Sin embargo, aunque en la mayoría de las aplicaciones 
de la GCO los analistas están perfectamente entrenados y familiarizados con la técnica, no podemos 
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olvidar  que  ésta  presenta  unas  limitaciones  inherentes  al  uso  de  la  nariz  humana  que  también 
pueden  repercutir  sobre  la  reproducibilidad.  Ejemplos  de  estas  limitaciones  son  el  cansancio,  la 
anosmia y la saturación del olfato del analista, así como las condiciones físicas y ambientales en las 
que  se  lleva  a  cabo el  análisis,  lo  cual  alarga bastante el  tiempo de  análisis en  general. Además, 














Sistema de aire 
caliente
Pared del horno
HORNO GC Columna capilar





La  singularidad  de  la  técnica  de  la  GCO  ha  hecho  que  se  haya  convertido  en  una  herramienta 
esencial para el análisis y la caracterización del aroma. Uno de los campos de mayor aplicación es el 
de  los  alimentos  y  las  bebidas.  Los  estudios  sobre  la  caracterización  del  aroma  de  distintos 
productos,  la  contribución  de  compuestos  volátiles  específicos  a  un  aroma  determinado  o  la 
identificación de  la causa de algunos olores desagradables son  los más usuales. En todos  los casos 
existen distintos factores que determinan  la calidad de  los datos obtenidos utilizando esta técnica, 




dependerá  también  de  la  técnica  de  pretratamiento  que  se  utilice  para  aislar  los  compuestos 
volátiles de la muestra del resto de la matriz. El gran número de compuestos volátiles normalmente 
presentes  en  los  alimentos  y bebidas,  las diferencias  en  sus propiedades  físicas  y químicas  y,  en 
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muchos  casos,  los  bajos  niveles  de  concentración  en  los  que  se  encuentran,  hacen  que  su 
aislamiento de manera representativa sea un reto importante. 
Sin embargo,  la  representatividad del extracto no es un  término absoluto,  sino que depende del 
objetivo de  la  investigación. Así,  si el estudio está  centrado en un  compuesto  concreto o en una 
familia de compuestos, el requisito más  importante que debe cumplir el extracto es presentar una 
elevada  recuperación de  los  compuestos de  interés.  Sin  embargo,  si  el objetivo  es, por  ejemplo, 
comparar  el  aroma  de  dos muestras  diferentes,  para  que  el  extracto  resulte  adecuado  deberá 
contener  todos  los  compuestos  importantes  del  aroma  del  alimento  en  cuestión  y  en  unas 
proporciones adecuadas. En este último caso, una manera de comprobar  la  representatividad del 
extracto consiste en  llevar a cabo estudios sensoriales, mediante  tests  triangulares o descriptivos, 
con el fin de comparar el aroma del extracto obtenido con el del producto original [14, 15]. 
En  general, no  existe ninguna  técnica  ideal para  la extracción de  los  compuestos  volátiles de  los 
alimentos o bebidas. De hecho,  la técnica utilizada condicionará de manera decisiva  los resultados 
obtenidos. La elección del método de extracción depende  tanto del  tipo de muestra como de  los 





teórico  ya  que,  en  la  práctica,  se  ha  comprobado  que  la  técnica  del  espacio  de  cabeza  estático 
presenta baja sensibilidad y que la técnica del espacio de cabeza dinámico, aunque permite llegar a 
límites de detección muy bajos, puede  comportar problemas  como  la generación de artefactos o 
efectos de memoria, debidos a compuestos que quedan fuertemente retenidos en la trampa y que 
pueden  aparecer  en  análisis  posteriores.  Por  otro  lado,  las  técnicas  de  extracción  que  utilizan 
disolventes  orgánicos  suelen  favorecer  la  extracción  de  los  compuestos más  afines  al  disolvente 
empleado,  lo cual puede ser una ventaja cuando se pretende  la extracción de unos determinados 
componentes del aroma, pero que  también puede constituir un problema cuando no  se persigue 
esta  selectividad. Este mismo problema  lo podemos encontrar  cuando  se  trabaja  con  técnicas de 
extracción  en  fase  sólida,  sólo  que  en  este  caso  el  factor  limitante  es  el  absorbente  utilizado. 
Respecto a  las  técnicas que  requieren un aporte de  temperatura, como ocurre con  la destilación, 
hay  que  tener  en  cuenta  que  este  parámetro  puede  ocasionar  el  deterioro  de  la muestra  o  la 
aparición  de  artefactos  [15‐17].  Y,  así,  podríamos  seguir  enumerando  las  distintas  ventajas  e 
inconvenientes de las diferentes técnicas de separación de los componentes volátiles. No obstante, 
teniendo en cuenta que el resultado de cualquier estudio en el que se utilice la GCO dependerá de la 
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representatividad  del  extracto,  resulta  obvio  que  habrá  que  invertir  un  tiempo  sustancial  en  la 
comparación  de  las  distintas  técnicas  para  elegir  la  o  las  ‐puesto  que  se  puede  utilizar  una 
combinación de varias de ellas‐ que mayor representatividad aromática proporcionen. 










fue  llevado  a  cabo  en  el  año  1963,  antes  del  desarrollo  de  la  GCO,  cuando  Rothe  y  Thomas 
calcularon  la  relación  entre  la  concentración  del  compuesto  en  la  muestra  y  su  umbral  de 
percepción sensorial [18]. A esta relación la denominaron “valor de aroma”. Según esta teoría, tal y 
como  ya  se  ha  introducido  en  el  apartado  1.1,  aquellos  compuestos  que  presenten  un  valor  de 
aroma superior a la unidad influirán en el aroma de la sustancia en cuestión. Esta manera de evaluar 










Estas  técnicas  consisten  en  analizar mediante  la  GCO  un  extracto  del  aroma  de  la  sustancia  de 
interés para determinar a qué  tiempos de  retención aparecen olores. Posteriormente,  se  llevan a 
cabo  diluciones  sucesivas  del  extracto,  normalmente  con  el mismo  disolvente  orgánico  utilizado 
para su obtención, que también se analizan olfatimétricamente. A medida que aumenta la dilución 
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del  extracto  van  detectándose menos  olores  en  su  análisis mediante  la GCO,  hasta  llegar  a  una 
dilución en  la que ya no  se percibe ningún olor. Para  cada  compuesto  se determina  su  factor de 




Las  dos  técnicas  de  dilución  principales  son  el  CHARM  (Combined  Hedonic  Aroma  Response 






en  la detección de  los olores y en  la descripción de  los mismos. El  resultado  se expresa  como el 
factor de dilución que, como ya se ha dicho, es la máxima dilución a la que aún se detecta el olor. La 
representación de  los  factores de dilución  frente el  tiempo de retención  (o  frente a  los  índices de 
Kovats)  se  denomina  aromagrama.  En  la  figura  3  se  muestra  un  ejemplo  de  aromagrama 





dará  lugar a una señal cromatográfica  importante) no tiene por qué  implicar una gran  importancia 
sensorial en un alimento (lo que se traducirá en un valor del factor de dilución elevado). 
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con un dispositivo conectado a un  sistema  informático en el que el analista  tiene que apretar un 
botón cuando detecta el olor, manteniéndolo presionado hasta que dicho olor cambia o desaparece. 
De esta manera el sistema  informático registra el  intervalo de tiempo que dura cada olor. En este 
caso,  además  del  factor  de  dilución,  para  la  construcción  del  aromagrama  también  se  tiene  en 
cuenta  la duración del olor,  lo cual hace que  tenga un aspecto más parecido a un cromatograma 
[23]. 
La  figura 4 muestra de manera esquemática cómo  se construyen  los aromagramas con  la  técnica 








































un  gran  número  de  compuestos  volátiles  de  diferente  naturaleza  química.  Además,  teniendo  en 
cuenta que estos compuestos suelen hallarse a concentraciones bajas, en la mayoría de los casos, es 
necesario concentrar el extracto. Este proceso puede comportar pérdidas  importantes de algunos 
compuestos olorosos que  falsearán  los  resultados  finales,  ya que  la potencia  aromática de  estos 
compuestos se verá subestimada en el análisis olfatimétrico. Con el objetivo de evitar este problema 
se  desarrolló  la  técnica  AECA  (Aroma  Extract  Concentration  Analysis),  una  técnica  que 
conceptualmente  puede  considerarse  de  dilución,  pero  en  la  que  en  vez  de  analizarse  por GCO 
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el  extracto  obtenido  aislando  los  compuestos  de  la  matriz,  pero  sin  someterlos  a  un  proceso 
posterior de concentración. Después, mediante la eliminación del disolvente, se va concentrando el 
extracto de manera sucesiva y en cada paso de concentración se analiza una alícuota de la muestra 
por  GCO.  De  esta  manera  se  determinan  también  los  olores  que  pueden  perderse  durante  el 
proceso de concentración. 
Tal  y  como  se  ha  expuesto,  en  la mayoría  de  los métodos  descritos  que  utilizan  las  técnicas  de 
dilución,  el  extracto  de  la muestra  que  se  analiza  es  líquido  y  sus  diluciones  se  realizan  con  un 
disolvente  orgánico  adecuado.  Sin  embargo,  se  han  desarrollado  algunos métodos  en  los  que  el 
extracto  analizado no es un  líquido, por  lo que han  tenido que buscarse  alternativas para poder 
trabajar con diluciones de  las muestras. Así, Guth y Grosch propusieron una nueva modalidad del 









Las  técnicas  AEDA  y  CHARM  son  técnicas  que  nos  proporcionan  una  idea  aproximada  de  la 
contribución  de  los  compuestos  al  aroma  de  una  sustancia,  pero  en  ningún  caso  los  resultados 
pueden considerarse de manera categórica. De hecho, la interpretación de los datos obtenidos tras 
aplicar  la  GCO  es  una  etapa  crítica,  ya  que  estas  técnicas  están  basadas  en  los  umbrales  de 
percepción sensorial de  los compuestos volátiles en el aire y no en  la propia muestra. Esto es así 
porque, cuando se llevan a cabo los análisis olfatimétricos, los compuestos olorosos del extracto son 
separados  cromatográficamente  de  manera  que  se  evalúan  individualmente  a  su  salida  de  la 
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obtenidos  [17].  Estos  estudios  consisten  en  elaborar  una  muestra  sintética  a  partir  de  la 
combinación  de  los  compuestos  con  importancia  sensorial  a  las  concentraciones  en  que  se 
encuentran en  la muestra real y, mediante un panel de catadores, determinar cuánto se parece el 
aroma de la muestra sintética al aroma de la muestra real. Después, mediante estudios de supresión 
que  consisten  en  evaluar  de  manera  consecutiva  las  muestras  sintéticas,  pero  eliminando  un 
determinado compuesto, puede conocerse el papel real que juega este compuesto en el aroma de la 
sustancia analizada. 
Las  técnicas  de  dilución,  como  cualquier  otra  técnica,  presentan  una  serie  de  inconvenientes  y, 
muchos de ellos provienen del hecho de no cumplir las leyes psicofísicas de la percepción aromática. 
Estas técnicas asumen que  la respuesta a un estímulo olfativo es  lineal con  la dilución y que todos 
los compuestos tienen la misma pendiente de respuesta cuando aumenta su concentración [29]. Sin 
embargo,  estas  asunciones  se  contradicen  con  la  ley  psicofísica  de  Stevens  que muestra  que  la 
relación entre la intensidad aromática y la concentración es exponencial: 
I = k (C – T)n 
En esta ecuación,  I es  la  intensidad aromática, C es  la concentración, T es el umbral de percepción 
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más  utilizadas  para  llevar  a  cabo  una  estimación  de  la  contribución  sensorial  de  los  diferentes 
compuestos  volátiles  al  aroma  de  los  alimentos,  debido  principalmente  a  su  sencillez  en  el 













los  olores  frente  el  tiempo  de  retención  se  denomina  osmeograma  y  proporciona  una 
representación  gráfica  de  la  importancia  sensorial  de  los  compuestos  en  el  aroma  global  de  la 
sustancia.  El  análisis  pueden  realizarlo  varios  analistas  (los  investigadores  que  los  desarrollaron 
utilizan cuatro) y con el tratamiento que se realiza a los datos obtenidos por todos ellos, el aspecto 
final  que  presenta  el  osmeograma  es muy  semejante  al  de  un  cromatograma.  En  la  figura  5  se 
muestran los perfiles aromáticos de un extracto del aroma de una bebida alcohólica procedente de 
la  fermentación de anacardos, utilizando  la cromatografía de gases con detector de  ionización de 
llama (FID) en la parte superior, y utilizando la cromatografía de gases con detección olfatimétrica y 
la técnica OSME en la parte inferior [32]. 
Aunque  en  general  las  intensidades  de  los  olores  detectados  a  la  salida  de  la  columna 
cromatográfica  presentan  una  buena  correlación  con  la  concentración  de  los  compuestos 
responsables  de  los  olores,  sorprendentemente  los  investigadores  que  utilizan  esta  técnica 
interpretan  las diferencias  entre osmeogramas basándose  en  las  frecuencias de detección de  los 
olores (técnica que se explica más adelante), y no en la estimación de las intensidades que es lo que 
establece  la  técnica  OSME.  Algunos  autores  atribuyen  este  hecho  a  que  esta  técnica  presenta 
demasiadas dificultades, ya que se observa una gran discrepancia entre los diferentes analistas tanto 
en el número de compuestos detectados como en la calidad de sus olores [33, 34] 
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Institut National de  la Recherche Agronomique  (INRA) de Dijon desarrolló otra  técnica de  tiempo‐
intensidad a  la que  llamaron Finger Span Cross Modality Matching  (FSCM)  [34‐36]. Esta  técnica se 
diferencia del OSME en el modo de evaluar la intensidad. En el FSCM el analista señala la intensidad 
del olor que percibe separando el dedo pulgar y otro dedo, que puede ser el  índice o el corazón, 
mediante un dispositivo. Cuanto mayor es  la distancia entre  los dos dedos, más  intenso es el olor. 
Esta  forma  de  evaluar  la  intensidad  de  un  estímulo  olfativo  había  sido  descrita  en  estudios 
psicofísicos realizados a la década de los sesenta y de los setenta [36]. El diagrama que se obtiene en 




La ventaja que presenta el FSCM  frente al OSME es que  la medida de  intensidad de  los olores es 
mucho más rápida, ya que los analistas sólo tienen que separar los dedos de manera intuitiva y no 
tienen que perder tiempo buscando con el cursor  la  intensidad correspondiente. Hay que tener en 
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que  requieren para  caracterizar aromáticamente una muestra,  también presentan  claras ventajas 
respecto  a  las  técnicas  de  dilución,  ya  que  en  este  caso  sólo  es  necesario  realizar  el  análisis  del 
extracto  de  la  muestra.  No  obstante,  en  la  determinación  de  la  importancia  aromática  de  los 
diferentes compuestos, para  las técnicas de tiempo‐intensidad existe una componente  importante 








análisis  olfatimétrico  utilizando  las  técnicas  de  intensidad  posterior,  el  panel  de  analistas  debe 
puntuar las intensidades en una escala previamente fijada. La media de los valores de intensidad de 








En este  tipo de  técnicas,  la medida de  la  intensidad aromática de un determinado  compuesto  se 
basa en el número de analistas que han detectado su olor [39, 40]. El análisis olfatimétrico es llevado 
a cabo por un panel de analistas que, mediante un sistema  informatizado,  registran el  tiempo de 
retención al que se detectan olores así como su duración. El aromagrama se construye con los datos 
obtenidos  de  todos  los  miembros  del  panel,  de  manera  parecida  a  como  se  construyen  los 
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aromagramas  CHARM.  La  figura  6  muestra  de  manera  esquemática  cómo  se  construyen  los 
aromagramas de  la muestra analizada a partir de  los olfatogramas de  cada analista. En el gráfico 
final, la altura de pico corresponde al número de analistas que han detectado un olor a ese tiempo 
de  retención,  mientras  que  el  área  está  relacionada  con  el  tiempo  de  duración  de  los  olores. 
Después de normalizar a 100 (olor detectado por todos  los miembros del panel),  la altura del pico 
resultante  indica  la frecuencia de detección de ese olor por parte del panel. La altura y el área del 


















Al  igual que  las técnicas de tiempo‐intensidad,  las técnicas de frecuencia de detección cumplen  las 
leyes  psicofísicas  de  la  percepción  aromática.  Además,  como  el  análisis  lo  realiza  un  número 
importante de analistas, permite aplicar tests estadísticos a los datos obtenidos. 
Aunque se ha comprobado que  las técnicas de frecuencia de detección pueden utilizarse con fines 







todos  los  ámbitos  y,  de  manera  concreta,  en  el  análisis  de  las  bebidas  alcohólicas,  es  la 
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Aunque  en  la  bibliografía  existen  numerosos  trabajos  sobre  la  determinación  de  la  composición 
volátil de distintas bebidas alcohólicas, cuando nos centramos en la relación entre esta composición 
volátil  y  las  propiedades  organolépticas  del  producto  analizado,  el  número  de  estudios  es 
considerablemente menor, aunque nada desdeñable. De hecho, aún considerando la dificultad que 
entraña el hecho de trabajar con un detector humano, encontramos estudios sobre caracterización 
de  aromas  de  cervezas  [22,  43,  44],  vinos  [27,  33,  45‐50],  whiskys  [51,  52],  tequila  [53,  54], 
champagne  [55], cava  [56],  ron  [57] e  incluso de algunos  licores chinos  [58‐60]. En  la mayoría de 
estos  estudios  lo  que  se  pretende  es  una  jerarquización  de  la  contribución  de  los  distintos 
componentes odorantes en el aroma  global para obtener  lo que  sería una huella digital  ‐única e 
irrepetible‐  del  aroma  del  producto  analizado.  Además,  dado  que  las  bebidas  alcohólicas 




establecer  similitudes  y  diferencias  para  llegar  a  determinar  el  efecto  que  tiene  este  distinto 
tratamiento sobre el aroma final [61], o para diferenciar el aroma de tequilas con distintos tiempos 
de permanencia en barrica  [54]. En otros casos  lo que se pretende con estas caracterizaciones es 
llegar a obtener  lo que  sería el  aroma base de un producto determinado. Éste es el  caso, de un 
estudio de distintos vinos tintos  jóvenes a partir de  los cuales se demostró que el aroma base del 
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La  complejidad  aromática  de  las  bebidas  alcohólicas  se  halla  directamente  relacionada  con  su 
procedencia ya que ésta condicionará  tanto  la materia prima utilizada en su elaboración como  las 
tecnologías empleadas.  La  tipicidad que  aportan estos  factores es  la que permite que  cada  zona 
geográfica  ofrezca  unos  productos  significativamente  distintos  a  los  de  otras  zonas  aunque  la 
materia prima o la tecnología utilizadas sean las mismas. 
Muchas  veces,  esta  tipicidad  propia  de  cada  región, marca,  denominación  de  origen,  etc.  está 
relacionada con  la presencia de determinados compuestos con carácter  impacto. De ahí el que no 
sean  pocos  los  estudios  en  los  que  se  lleva  a  cabo  una  caracterización  del  aroma  con  el  fin  de 
determinar cuáles de los componentes del aroma global tienen este carácter impacto que confiere 
al  producto  final  la  esencia  característica  de  su  aroma.  De  este modo,  Fritsch  y  colaboradores 
estudiaron los compuestos con carácter impacto de una cerveza Pilsner de la zona de Baviera [22], 
Aznar  y  colaboradores determinaron  los de  vino de  la Rioja  [62],  Ferrari  y  colaboradores,  los del 
coñac  [63]  y  Poisson  y  colaboradores  hicieron  lo  propio  con  el whisky  [52]. Aunque,  en  general, 
estos compuestos pueden tener muy distinta naturaleza química, se sabe que hay algunas familias 
de  compuestos  químicos  que  poseen  alguna  propiedad  aromática  que  los  hace  especialmente 
interesantes. Éste es el caso de  los compuestos azufrados muchos de  los cuales,  incluso a niveles 
traza, poseen olores característicos, por lo que han sido objeto de estudio de manera específica, por 
ejemplo, en cerveza [64], vino [65] o champagne [66]. 
La  dificultad  en  la  investigación  de  los  compuestos  impacto  se  asocia  a  la  complejidad  de  los 
estudios  de  omisión,  los  cuales  son  imprescindibles  en  este  ámbito.  Los  ensayos  de  omisión 
consisten en  ir eliminando uno a uno  los distintos componentes de una mezcla (la cual se elabora 
con los compuestos determinados en la caracterización del aroma en las mismas concentraciones en 
las  que  estén  en  la muestra)  con  el  objetivo  de  determinar  cuál  es  el  efecto  sensorial  que  la 
eliminación de un  componente  tiene  sobre el aroma global. Sin embargo, en mezclas aromáticas 
complejas como las bebidas alcohólicas, la eliminación de uno de sus componentes no suele ejercer 
un efecto significativo sobre el aroma global. Ello ocurre porque son varios los componentes que, de 
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de  la pérdida de un compuesto con carácter  impacto, de un cambio en  la concentración de una o 
más  sustancias, o bien de  la modificación de  la composición de  los  componentes  individuales del 
aroma, ya sea a partir de los productos naturales, ya sea por contaminación [1]. 







73],  algunos  de  los  cuales  relacionados  con  olores  a  moho  [74].  En  este  estudio  también  se 
proponen  algunas medidas  para  prevenir  la  presencia  de  los  compuestos  estudiados  (geosmina, 
metilisoborneol, pirazinas y cloroanisoles). Cabe destacar que, como ya se ha dicho, la procedencia 
de estos off‐flavors no siempre es conocida, por  lo que algunos  trabajos sobre cerveza se centran 






análisis  sensoriales  convencionales.  Así  por  ejemplo,  encontramos  trabajos  que  consiguen  una 
correlación –en unos  casos mejor que en otros‐ utilizando  como método de análisis  sensorial un 
simple test triangular (en este test  los catadores deben encontrar cuál de  las tres muestras que se 
les da es distinta a  las otras dos)  [57, 75‐77]. Otros autores comparan  los resultados utilizando un 
método dúo‐trío  [78] y hay algunos  trabajos en  los que se correlacionan  los resultados de  la GCO 
con los de un simple análisis sensorial descriptivo de la muestra analizada [57]. 
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No obstante,  cuando  se  trabaja  con muestras aromáticamente  complejas  como es el  caso de  las 









De manera  general,  podemos  afirmar  que  las  bebidas  alcohólicas  son  un  producto  que,  por  sus 
características, basan gran parte de su valor añadido en la calidad organoléptica y, por lo tanto, en 
su  aroma.  Además,  en  última  instancia,  y  a  diferencia  de  otros  alimentos  que  tienen  más 
propiedades  nutritivas,  las  bebidas  alcohólicas  tienen  que  complacer  mayoritariamente  a  los 
sentidos, ya que su objetivo principal es proporcionar satisfacción al consumidor, por lo que su nivel 
de  calidad  estará  determinado  por  su  degustación.  Por  ello,  no  es  de  extrañar  que  el  análisis 
sensorial,  y  también  la  GCO,  participen  con  peso  específico  en  el  control  de  calidad  de  estos 
productos. 
Como en  cualquier otro  campo, para obtener un producto de  calidad es necesario un  control de 
todo  el  proceso  desde  la  entrada  de  la materia  prima  hasta  la  salida  del  producto  final. Así  por 
ejemplo, es importante que las frutas, bayas, granos, etc. utilizados en la producción de las distintas 
bebidas alcohólicas no presenten ningún  tipo de defecto, como puede ser podredumbre o moho, 
puesto  que  esto  se  podría  traducir  en  la  generación  de metabolitos  indeseados  que,  en  algunos 
casos, podrían dar lugar a compuestos con aromas indeseables con límites de detección muy bajos 
[15, 68]. La posibilidad que ofrece la GCO de identificar este tipo de compuestos, tanto en la materia 
prima como durante  la  fermentación, resulta de gran  interés para  la  industria de este campo. Por 




es  el  seguimiento  de  algún  compuesto  aromático  que  aumente  o  disminuya  su  concentración 
cuando  la calidad organoléptica de  la bebida en cuestión se ve degradada. A  título de ejemplo,  la 
determinación  del  incremento  del  contenido  en  aldehídos  como  el  metional  durante  el 
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almacenamiento  de  la  cerveza  puede  ser  un  indicador  del  envejecimiento,  pero  también  de  la 














mejora  de  la  técnica,  ya  sea  utilizando  diferentes  puertos  olfativos,  aumentando  su  sensibilidad, 
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  Desde  la  antigüedad,  el  vinagre  aparece  en  casi  todas  las  culturas, 
independientemente de la época y zona geográfica donde éstas se desarrollaran, bien 
como  condimento,  conservador  de  alimentos  o  ingrediente  de  los mismos,  como 
bebida,  como  desinfectante  o  como  base  de  remedios  sencillos  frente  a  diversas 







origen  agrícola  que  contengan  almidones  y/o  azúcares,  por  un  doble  proceso  de 
fermentación, alcohólica y acética. Debe contener cantidades determinadas de ácido 
acético  y puede presentar otros  ingredientes  adicionales  (hierbas,  especias,  sal),  lo 
que  será  regulado  por  la  Comisión  del  Codex  Alimentarius.  Estos  ingredientes 
opcionales  se  añaden  con objeto de obtener un  aroma peculiar  y  característico de 
cada tipo de vinagre. 
  De  acuerdo  con  la  Reglamentación  Técnico‐Sanitaria  española  [3],  la 
denominación genérica de “vinagre” define al  líquido apto para el consumo humano 
resultante  de  la  doble  fermentación  alcohólica  y  acética  de  productos  de  origen 
agrario  que  contengan  azúcares  o  sustancias  amiláceas.  Los  vinagres  deberán 
presentar un valor de acidez total, expresado en gramos de ácido acético por 100 mL 
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  Puesto  que  prácticamente  cualquier  sustrato  que  presente  carbohidratos 
fermentables  puede  convertirse  en  vinagre  y  que  el  proceso  de  fermentación 
alcohólica  y  posterior  acetificación  ha  sido  llevado  a  cabo  por  muy  distintas 




minoritario,  los vinagres mayoritarios  son  los vinagres de  frutas  (dátiles, piña, coco, 










obtenido  tras  la  elaboración  del  queso,  y  que  debe  ser  pasteurizado  antes  de  las 
fermentaciones  alcohólica  y  acética  por  su  alta  contaminación  con  bacterias  ácido 
lácticas. El segundo se obtiene a partir de la miel diluida, la cual es sumamente rica en 
azúcares.  Por  su  parte,  el  vinagre  sintético  se  elabora  con  una  disolución  acuosa 
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  Hasta 1993,  la  legislación alimentaria española  [3] no contemplaba ninguno de 
los vinagres anteriormente descritos, ya que, según  la reglamentación vigente hasta 
entonces  [6],  el  término  “vinagre”,  sin más  calificativo,  era  sinónimo  de  “vinagre 
vínico”, el único que estaba autorizado.  






  En  el proceso de obtención del  vinagre  se produce una primera  fermentación 
alcohólica por parte de  las  levaduras vínicas,  las cuales  transforman  los azúcares de 
las  uvas  en  etanol.  Posteriormente,  se produce  una  fermentación  acética  de  dicho 




De  hecho,  existen  referencias  a  la  obtención  del  vinagre  de  dátiles  en  la  cultura 
babilónica (5000 años antes de Cristo) [7]. Los métodos de elaboración empleados en 
la  antigüedad  eran  empíricos,  artesanales  y  fundamentalmente  familiares,  y 
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sumergido  (rápidos)  y  los  métodos  tradicionales  de  acetificación  con  cultivo 
superficial (lentos) [2, 7, 8].  
  4.1.3.1.‐ Métodos de acetificación con cultivo sumergido o métodos rápidos  
  Estos  métodos  se  caracterizan  por  la  presencia  de  un  cultivo  de  bacterias 
acéticas  sumergido  en  el  seno  del  líquido  a  fermentar,  sin  la  presencia  de  ningún 
material poroso o soporte, y por  la  introducción constante de pequeñas burbujas de 
aire (solo o enriquecido con oxígeno) a través de la biomasa [9, 10].  
  En  ellos,  el  proceso  de  la  acetificación  es  muy  rápido  (25‐30  horas)  y  los 
rendimientos  de  la  transformación  del  alcohol  en  ácido  acético  son muy  elevados 
(entre  95‐98%),  gracias  a  la mayor  población  bacteriana  que  se  logra  por  la  gran 
disponibilidad de oxígeno existente. Para llevarlos a cabo se necesitan acetificadores, 




vinagre  obtenido  por  métodos  rápidos  debe  someterse  a  diversos  tratamientos 
tecnológicos, como la clarificación y el filtrado, para conseguir una mayor estabilidad 
y una adecuada salubridad del producto [2, 10, 11]. 
  El principal problema que presentan  los métodos de acetificación  rápidos es  la 
pérdida  de  componentes  volátiles  por  el  suministro  continuo  de  aire,  pero  cuya 
carencia  puede  paralizar  la  acetificación  dado  el  carácter  aerobio  de  las  bacterias 
acéticas [12]. Por este motivo se han llegado a proponer fermentadores cerrados con 
sistemas de recirculación de aire [13].  
  Gracias  a  estos  métodos  de  producción  se  logra  una  gran  uniformidad  del 
producto, así como una acetificación de grandes volúmenes de alcohol en muy poco 
tiempo  y  ocupando  pequeños  volúmenes  de  instalación.  De  igual  modo,  estos 
métodos permiten trabajar con dispositivos automáticos que regulan el control de la 
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están  fijadas  a  soportes materiales  como  virutas.  En  cualquier  caso,  el  proceso  de 




en  filas horizontales y superpuestas. En  los extremos de  los  fondos de cada barril, y 
por encima del centro del mismo, hay dos agujeros de unos 5 cm que se rellenan con 
estopa. Estos permiten el paso del aire, pero no la entrada de las moscas del vinagre. 
El  lateral  superior presenta otro orificio que  se  tapa  con un  tapón de  corcho y por 
donde penetra un tubo de vidrio recto que casi llega hasta el fondo del líquido. Así se 




emplea  una  cuba  o  tonel  giratorio,  colocado  sobre  un  caballete.  En  el  interior  del 
tonel hay un falso fondo con numerosos y pequeños agujeros, y  la parte menor está 
rellena con virutas de madera. Dicho tonel también cuenta con un orificio estrecho en 
uno  de  sus  costados,  obturado  con  un  tapón,  y  que  sirve  para  su  vaciado.  Tras 
introducir  el  vino  en  la  barrica,  ésta  se  va  girando  periódicamente  hasta  que  la 
acetificación se completa, momento en el que el vinagre elaborado se sustituye por 
porciones iguales de vino [2].  
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del  tonel o  generador hay un diafragma perforado,  con  los orificios obturados  con 
algodón, por el que percola el vino desde  la parte superior a  la  inferior a  intervalos 
regulares.  De  esta manera,  el  vino  se  pone  en  contacto  íntimo  con  las  virutas  de 
madera a  la vez que burbujea el aire que existe entre ellas, mientras que el vinagre 
obtenido  se  extrae  por  la  parte  inferior.  El  sistema  se  continúa  hasta  la 
transformación completa del vino en vinagre, volviendo a reconducir el vino en fase 




que  además  cuentan  con  la distinción de  “Denominación de Origen Protegida” por 
parte de  la Unión Europea: el “Vinagre Balsámico Tradicional”  [14] y el “Vinagre de 
Jerez” [15]. 
  El “Vinagre Balsámico Tradicional” (VBT) se produce en  las regiones  italianas de 
Modena y Reggio Emilia a partir de mosto de uva. Dicho mosto  se  cuece a presión 
atmosférica  por  exposición  directa  al  calor  hasta  que  se  alcanza  una  reducción  de 
volumen  del  20‐30%  [5,  16].  En  este  primer  paso  tienen  lugar  las  reacciones  de 






Este  procedimiento,  denominado  “rincalzo”,  se  lleva  a  cabo  con  cada  barrica,  de 
manera  que  la  última  y más  grande  es  la  que  recibe  el  nuevo mosto  cocinado  en 
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envejecimiento mínimo de 12 años  (entonces es etiquetado  como  “Affinato”).  Si el 
envejecimiento  llega  a  los  25,  entonces  puede  etiquetarse  como  “Stravecchio”.  En 
cualquier caso, la característica principal de este producto es el equilibrio que se logra 
entre  el  ácido  acético  típico  de  cualquier  vinagre,  que  proporciona  la  sensación 
punzante, y las notas dulces que aporta el mosto inicial no fermentado. 
  En  cuanto  al  “Vinagre  de  Jerez”,  su  elaboración,  características  y  atributos  se 





en  la  zona de  Jerez  ya en  el  año 1100  a. C., distribuyéndose  sus  vinos por  todo el 
Mediterráneo [19]. Dado el carácter espontáneo del proceso de acetificación, puede 
asegurarse que el Vinagre de Jerez ya existía por aquel entonces, aunque no fue hasta 





decir,  por  acción  de  las  bacterias  acéticas,  los  vinos  acababan  convirtiéndose  en 
vinagres.  Para  no  estropear  el  resto  de  la  producción,  estos  vinos  “picados”  se 
aislaban  en  bodegas  independientes,  donde  eran  sometidos  al mismo  sistema  de 
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las  funciones  de  su  Consejo  Regulador  pasaron  a  integrarse  en  el  de  las  DD.OO. 
“Jerez‐Xérès‐Sherry”, “Manzanilla‐Sanlúcar de Barrameda” y “Vinagre de Jerez” [21]. Y 





de  Cádiz  (Jerez  de  la  Frontera,  El  Puerto  de  Santa María,  Sanlúcar  de  Barrameda, 
Chiclana,  Chipiona,  Puerto  Real,  Rota  y  Trebujena),  así  como  un  municipio  de  la 












posterior  expedición de  los  vinagres  amparados por  la DOP  “Vinagre de  Jerez”,  los 
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  En  cuanto  a  las  variedades  de  uva  autorizadas  para  el  elaborar  el  Vinagre  de 
Jerez,  son  todas  variedades  blancas:  Palomino  de  Jerez,  Palomino  Fino, Moscatel  y 
Pedro Ximénez, siendo la primera mayoritaria en cuanto a producción. 
  De forma general, el Vinagre de Jerez se obtiene a partir de vinos de Jerez que 
sufren  una  acetificación.  Esta  acetificación  puede  ser  por  cultivo  superficial  en 
barricas  de  madera  (método  de  Orleans)  o  por  cultivo  sumergido,  pero  siempre 
seguida de un envejecimiento en botas (barricas) de roble o castaño que previamente 
hayan  contenido  vinos  de  Jerez,  lo  que  se  conoce  como  botas  “envinadas”.  Este 
envejecimiento  obligatorio  puede  llevarse  a  cabo  por  el  método  estático  de  la 
“añada” o por el dinámico de  “criaderas  y  soleras”, mucho más extendido  [22, 23] 
(Figura 4.3). 
  En ambos casos se disponen varias filas (entre 3 y 8) de botas superpuestas con 
capacidad  inferior  a  1000  litros,  aunque  la  barrica  tradicional  para  este 
envejecimiento es la denominada bota jerezana, de 500 litros y roble americano. En el 
sistema  dinámico,  la  fila más  cercana  al  suelo  se  denomina  “solera”  y  es  la  que 
contiene  el  vinagre  de  más  edad,  mientras  que  sobre  ella  se  encuentran  las 
“criaderas”  en  orden  creciente  hasta  llegar  a  la  última  fila,  que  es  la  denominada 
“sobretabla”  (Figura  4.3).  De  la  solera  se  extrae  el  producto  ya  acabado  en  una 
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se  saca  de  una  criadera  se  reparte  entre  todas  las  botas  de  la  escala  siguiente,  el 
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(80 g/L para  los Gran Reserva) y un extracto  seco de 1,30 gramos por  litro y grado 




fenómenos  que  tienen  lugar  durante  el  prolongado  contacto  entre  el  vinagre  y  la 
madera de las botas [15, 23]: 
• una cesión paulatina de los polifenoles de la madera hacia el vinagre [24], los 
cuales  permiten  estabilizar  el  color  a  la  vez  que  influyen  en  el  flavor  y  la 
astringencia; 
• una pérdida de agua a través de los poros de la madera (merma) que provoca 
una  concentración  de  los  distintos  compuestos  químicos,  lo  que,  a  su  vez, 
influye en el aroma e incrementa el extracto seco y las sales minerales y, por 
tanto, el contenido en cenizas del vinagre; 
• diversas  reacciones  de  condensación,  de  polimerización,  de Maillard  o  de 
esterificación  entre  compuestos  del  sustrato  a  envejecer  y  compuestos 
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  Como  se  ha  visto  en  anteriores  capítulos,  el  aroma  de  cualquier  producto  se 
debe a  la existencia de determinados compuestos volátiles, capaces de  interaccionar 
con  nuestro  sistema  olfativo,  y  que  tienen  su  origen,  tanto  en  la  materia  prima 
utilizada, como en el proceso de elaboración seguido. 
  Respecto  a  los  distintos  tipos  de  vinagres,  el  análisis  del  aroma  comenzó  a 
mediados  del  siglo  pasado,  aunque  inicialmente  se  basó  únicamente  en  la 
determinación  individual  de  ciertos  compuestos  volátiles  (metanol,  acetaldehído, 
acetona o diacetilo,  así  como distintos  ésteres  y  alcoholes  superiores)  [2]. Hasta  la 
aparición de  la  cromatografía de gases no pudo  separarse  y  cuantificarse de  forma 
conjunta la fracción volátil mayoritaria del vinagre. Así, aunque su primera aplicación 
en  1962  sobre  vinagre  de  malta  [25]  se  limitó  a  la  detección  de  etanol, 
posteriormente,  esta  técnica  se  utilizó  con  objetivos  más  complejos.  Entre  ellos, 
comprobar que diversas muestras de vinagre de vino y de frutas contenían distintos 
acetatos,  diacetilo,  acetoína  y  varios  alcoholes, mientras  que  el  vinagre  destilado 
solamente contenía acetato de etilo como componente volátil [26]. También se aplicó 
esta técnica para identificar hasta 25 compuestos volátiles en el espacio de cabeza de 
diferentes  tipos  de  vinagre  (de  vino,  de  sidra,  de malta  y  de  alcohol)  [27],  y  para 
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  En  cuanto al análisis del aroma del Vinagre de  Jerez, hasta 1987 no  se  llevó a 
cabo un primer estudio acerca de  la  fracción volátil de  los denominados, por aquel 
entonces,  “vinagres  andaluces”  [33].  En  él  se  detectaron  15  compuestos  volátiles, 
entre  los  que  se  encontraban mayoritariamente  el  acetato  de  etilo,  el  acetato  de 
metilo, el dietilacetal, el metanol y el 3‐metil‐1‐butanol. 
  Desde  aquel  momento,  se  han  realizado  distintos  estudios  para  intentar 






  Sin  embargo,  todos  los  estudios  previamente  descritos  iban  encaminados 
únicamente  hacia  la  identificación  de  los  compuestos  volátiles,  pero  no  de  los 
compuestos aromáticamente activos, que son aquéllos que realmente contribuyen al 
aroma  del  Vinagre  de  Jerez,  ya  que  en  ninguno  de  estos  trabajos  se  empleaba  la 
cromatografía  de  gases‐olfatometría  (GCO).  Precisamente,  fue  esta  ausencia  de 
información  sobre  el  tema  fue  lo  que  decidió  a  nuestro  grupo  de  investigación  a 
iniciar esta línea de estudio. De hecho, hasta el momento de comenzar a trabajar en 
esta  tesis  doctoral,  únicamente  se  había  utilizado  la  técnica  de  la  GCO  para 






de extracción y concentración  la microextracción en  fase  sólida  sobre el espacio de 
cabeza. Aunque más  tarde  se  han  publicado  otros  trabajos  en  los  que  también  se 
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The  sensorial  representativeness  of  the  headspace  solid‐phase microextraction  (HS‐SPME)  aroma 
extract  from  commercial  Sherry  vinegars  has  been  determined  by  direct  gas  chromatography‐
olfactometry  (D‐GCO).  The  extracts  obtained  under  the  optimal  conditions  were  used  to 
characterize  the  aroma  of  these  vinegars  by means  of  GCO  and  aroma  extract  dilution  analysis 
(AEDA). Among the 37 different odorants determined, 13 of them were identified for the first time 
in  Sherry  vinegars:  2  pyrazines  (3‐isopropyl‐2‐methoxypyrazine,  3‐isobutyl‐2‐methoxypyrazine),  2 
sulphur  compounds  (methanethiol,  dimethyltrisulphide),  1  insaturated  ketone  (1‐octen‐3‐one),  1 
norisoprenoid  (β‐damascenone),  1  ester  (ethyl  trans‐cinnamate)  and  6  aldehydes  (2  and  3‐
methylbutanal, octanal, nonanal, (E)‐2‐nonenal and (E,E)‐2,4‐decadienal). The determination of the 
odour thresholds  in a hydroacetic solution together with the quantitative analysis  ‐which was also 
performed using  the simple and  fast SPME  technique‐ allowed obtaining  the odour activity values 
(OAV)  of  the  aromatic  compounds  found.  Thus,  a  first  pattern  of  their  sensory  importance  on 
commercial Sherry vinegar aroma was provided. 
 
KEYWORDS:  Sherry  vinegar;  key  odorants;  odour  activity  values;  headspace  solid‐phase 
microextraction; gas chromatography‐olfactometry 
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bacteria  grow  on  the  air‐liquid  interface,  the  oxygen  availability  is  limited what  slows  down  the 
whole process. Moreover, the “criaderas y soleras” production system followed (4), which consists 
on  a  dynamic  ageing,  allows  acetification  and  ageing  to  occur  simultaneously,  so  the  product 
obtained presents a very special chemical composition and a great sensory complexity. 
Wine vinegars are mainly employed due to their organoleptic properties and, among them, flavour 
plays  a  relevant  role  as  it  is  closely  related  to  quality.  Indeed,  it  is  one  of  the  first  attributes 
perceived by  consumers  and  it will have  a  great  influence on  the  acceptance or  rejection of  the 
product.  Wine  vinegar  aroma,  as  the  characteristic  aroma  of  any  food  commodity,  is  due  to 
numerous  volatile  and  heterogeneous  chemicals  at  very  different  concentrations,  ranging  from 
several mg  L‐1  to  a  few ng  L‐1  (5).  These  volatile  compounds have been  studied  and  reported by 
different  authors  (6,  7),  including  a  first  attempt  to  analyze  volatile  components  in  Andalusian 
vinegars  (8).  But  it  has  not  been  since  the  last  decade  that  Sherry  vinegar  volatiles  have  been 
thoroughly analyzed (9‐13).  
However,  although  all  the  odorants must  be  volatile  to  reach  the  nostrils  and  interact with  the 
appropriate receptors located on the olfactory epithelium (14), not all the volatiles are odour‐active. 
To  determine  these  compounds  among  the whole  volatile  fraction  of  complex mixtures  such  as 
foods, gas chromatography‐olfactometry (GCO) is the most appropriate analytical tool, as it provides 
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perceived at  the same  time by  the human nose and a conventional detector,  like  the Flame  Ionic 
Detector (FID) or the Mass Spectra Detector (MSD), which turns this technique into a powerful one 
in food aroma characterization.  




with  an  impact  on  the  perceived  quality  of  Sherry  vinegars  (18)  and  to  identify  substances 
responsible  for  aromatic  notes  associated with  some  selected  descriptors  of  the  Sherry  vinegar 
aroma  (19). All  these  studies  reported  an  important number of  aromatic  components  that,  in all 


















Eight  commercial  Sherry  vinegars  labelled  as  “P.D.O.  Vinagre  de  Jerez”  were  purchased  in  a 
specialized  local shop. According to the current  legislation (3), all of them presented a six‐months‐
ageing  in wood  barrels,  and  their  acetic  degree  and  pH  value were  7%  (w/v)  and  approx.  2.90, 
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above  90%  in  all  cases.  4‐methyl‐2‐pentanol  (Fluka,  Madrid,  Spain)  was  employed  as  internal 
standard and pure water was obtained from a Milli‐Q purification system (Millipore, Bedford, USA). 




acid water  solution  at  7%  (w/v) with  pH  adjusted  to  2.9  in  order  to  get  a  similar matrix  to  real 







The  SPME  holder  for manual  sampling  and  the  polydimethylsiloxane  (PDMS)  100  µm,  Carboxen‐
Polydimethylsiloxane  (Carboxen/PDMS)  75  µm  and  StableFlex  Divinylbenzene‐Carboxen‐
Polydimethylsiloxane  (DVB/CAR/PDMS)  50/30  µm  fibres  used  in  this  study were  purchased  from 
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stir  bar  (as  the  extraction  was  carried  out  under  constant  magnetic  stirring),  being  the 
sample/headspace  ratio  1:1.  After  tightly  capping  the  vial with  a  silicon  septum  under  nitrogen 
atmosphere,  it was pre‐equilibrated  for 15 min  at 50  ºC  in  a  thermostatic bath.  Then,  the  SPME 
device was manually pushed through the vial septum and the fibre was exposed to the headspace 
vial  for 2 hours at 50 ºC. Afterwards, the fibre was pulled  into the needle assembly and the SPME 





Samples  were  analyzed  on  a  Hewlett‐Packard  (HP,  Palo  Alto,  USA)  6890  gas  chromatograph 
equipped  with  a  flame  ionization  detector  (FID)  and  an  olfactory  detector.  To  carry  out  the 








GCO  analyses were  carried  out  using  an  olfactory  detector  commercialized  by  SGE  International 





from  the GC  oven  to  the  glass  detection  cone, what  kept  the  unit  at  a  suitable  temperature  to 
transfer  the volatiles  to  the detection cone without  losses due  to condensation. Furthermore,  the 
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A  Hewlett‐Packard  (HP,  Palo  Alto,  USA)  6890  gas  chromatograph  coupled  to  an  HP‐5973 mass 
selective detector (MSD) was used to perform the GC‐MS analyses. The mass spectrometer operated 
in the electron impact ionization mode (70 eV) and the mass range was from 35 to 300 amu, while 







solvent  followed  by  an  evaluation  of  each  dilution  by  GCO,  what  leads  to  a  hierarchically 
classification  of  the  most  odour‐active  compounds  based  on  the  flavour  dilution  (FD)  factors. 
However,  the  usual  AEDA  cannot  be  used  when  dealing  with  the  SPME  technique  because  no 
physical extract is obtained. As the analytes are retained on the fibre and it is not possible to dilute 
them,  an  approach  to  the  AEDA  developed  in  our  laboratory  (22)  was  applied.  It  consists  of 
successively  dilutions  (1:4)  of  the  Sherry  vinegar  samples  with  a  hydroacetic  solution  before 
performing  the  SPME.  Dilutions were  carried  out  until  no  odorant was  detected  by  sniffing  the 






detected at  the sniffing port, mass spectra obtained and  retention  indices  (RI) determined on  the 
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two  stationary phases of different polarity employed  (CP‐WAX 57CB and HP‐5). Retention  indices 










the  intensity  perceived  in  a  scale  from  0  to  5  for  each  standard  (i.e.  each  odour  quality)  and 
concentration, which was also used  to evaluate  the panel  response. The  training was  carried out 
twice a week during  five consecutively weeks,  lasting each session 60 minutes. The coefficients of 
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The  chromatographic  areas  of  the  extracted  compounds  (FID  response)  not  always  present  a 
correlation with the sensory perception, so it is not enough to consider this fact when optimizing the 





The  first  parameter  considered was  the  SPME  fibre  coating  chosen.  The  coatings  checked were 





55‐60, when  using    DVB/CAR/PDMS,  up  to  79  odorant  regions were  detected,  so  this  last  fibre 
coating was selected. 
The extraction efficiency  is greatly affected by  the headspace volume  (27), so  the next parameter 
studied was the sample/headspace ratio. Experiments with 20 and 50 mL vials and different sample 
volumes  (5,  10  and  25 mL) were  carried  out.  The  results  showed  that  the  extraction  efficiency 
improved as the headspace decreased, being 1/1 the optimum sample/headspace ratio, whatever 
the vial considered. However, and in order to use the minimum amount of sample in each analysis, it 
was decided to work with 10 mL of sample  in a 20 mL vial. Related to  ionic strength, the higher  it 
was the better response obtained, so samples were saturated by adding 3.5 g of NaCl. 
In  SPME,  extraction  time  and  temperature  are  deeply  related,  so  both  parameters were  studied 
simultaneously. Thus, different experiments in the range from 2 to 4 hours (times under 2 hours did 
not ensure the suitable aromatic perception of all the odorants) and from 30 to 50 ºC were carried 
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Regarding  the  precision  of  the method,  it was  assessed  in  terms  of within‐day  repeatability  and 
between‐days  repeatability  (intermediate  precision).  Although  both  precision  parameters  were 
sensory  evaluated  in  the  sniffing  port,  it was  difficult  to  quantify  them.  Therefore,  to  obtain  an 
objective evaluation we used  the  chromatographic  response of  the  aromatic  compounds  and we 
expressed both parameters by means of  the percentage of  relative  standard deviation  (%RSD) of 
that  response.  Thus,  while  the  repeatability  was  calculated  by  the  consecutive  injection  of  5 
different  extracts  obtained  the  same  day,  the  intermediate  precision  was  calculated  after  the 






most  important parameter  to ensure  the reliability of  the results when characterizing  that sample 
aroma.  Therefore,  12  trained  assessors evaluated  the  similarity  between  the  aroma of  the  three 
Sherry  vinegars  considered and  the aroma extracted by  the HS‐SPME  technique. To evaluate  the 
global perception of  the  compounds  retained on  the SPME  fibre,  the direct gas  chromatography‐






UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
APLICACIÓN DE LA CROMATOGRAFÍA DE GASES-OLFATOMETRÍA EN LA CARACTERIZACIÓN 
DEL AROMA DEL VINAGRE DE VINO, DE LOS PISTACHOS Y DEL ACEITE DE OLIVA 
Laura Aceña Muñoz 








regions  detected:  while  70  aromatic  areas  were  recorded  for  the  A  sample,  65  and  79  were 
perceived  for  the  B  and  C  samples,  respectively.  Furthermore, most  of  the  odour‐active  regions 
coincided in the three samples both in their retention times and the descriptors used to describe the 
odours detected. In all cases, and as happens when a polar column is employed to carry out similar 
flavour studies  (18, 22, 23), chemical and  fruity odours appeared at  lower  retention  indices. Then 
earthy and green notes were detected,  followed by  lactic and  fatty ones. Afterwards, sweety and 





our  laboratory  (22).  This  approach has demonstrated  to be  a  valuable  screening  tool  for  ranking 
odour‐active compounds  in a sample according to their relative odour potency (22, 23).  It  involves 
stepwise  dilution  of  the  sample  (therefore,  of  its  aroma)  followed  by  SPME  and  the  subsequent 
evaluation of each dilution by GCO until no odours are perceived  in  the GCO effluent. As defined 
when using  the classical AEDA  (29, 30),  the  last dilution step where an odorant  is perceived  is  its 
flavour dilution  (FD)  factor  that can be regarded as a good  indicator of  the odour potency of  that 
compound.  
The odour‐active  regions with higher FD  factors  (ranging  from 64  to 8192  for at  least one of  the 
three samples) are reported in Table 1, where they have been arranged according to their retention 
indices in the polar column. As can be seen, among the different odour‐active regions only 2 of them 






among  samples  are  given  by  the  perception  intensity  of  some  of  these  odorants  (i.e.  different 
flavour dilution (FD) factors). In fact, only 5 odour‐active regions were detected with the same FD in 
all  the  samples:  4  regions  with  a  FD  of  4096,  described  as  “strawberry”,  “earthy,  fatty”,  “blue 
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As  shown  in  Table  1,  some  of  the  identified  odorants  had  been  previously  reported  in  Sherry 
vinegars either as volatile  (7, 8, 10, 12, 13) or aromatic  (18, 19) compounds, but 13 of them were 
detected  in  Sherry  vinegar  aroma  for  the  first  time.  These  are  the  ones  summarized  in  Table  2, 
whose  odour  thresholds  in  an  acetic  acid water  solution were  also  determined:  2  pyrazines  (3‐
isopropyl‐2‐methoxypyrazine,  and  3‐isobutyl‐2‐methoxypyrazine),  2  sulphur  compounds 
(methanethiol and dimethyltrisulphide), 1  insaturated ketone  (1‐octen‐3‐one), 1 norisoprenoid  (β‐








3‐isopropyl‐2‐methoxypyrazine  10  4096  8192  4096 
3‐isobutyl‐2‐methoxypyrazine  22  1024  1024  4096 
Dimethyltrisulphide  35  4096  64  64 
Methanethiol  160  1024  1024  64 
β‐damascenone  190  1024  4096  1024 
(E,E)‐2,4‐decadienal  435.6  1024  4096  1024 
Ethyl trans‐cinnamate  480  4096  4096  4096 
(E)‐2‐nonenal  1500  1024  1024  1024 
1‐octen‐3‐one  6800  4096  4096  1024 
Nonanal  18200  16  256  1024 
Octanal  22500  4096  1024  1024 
3‐methylbutanal  31600  4096  16  16 
2‐methylbutanal  84300  4096  16  16 
Table 2. Sensory thresholds of the odorants found in Sherry vinegar for the first time 
The presence of 3‐alkyl‐2‐methoxypyrazines could be due to their natural origin in grapes (31) and, 







dry  wines  and  it  is  a  naturally  occurring  compound  in  grapes  (36).  On  the  other  hand,  β‐
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damascenone  has  its  source  in  grape  carotenoid  degradation  (37),  ethyl  trans‐cinnamate  comes 
from  the  alcoholic  fermentation  in wines  (38),  3‐methylbutanal  can  be  considered  an  aminoacid 
derivative (39) and (E)‐2‐nonenal is a product of the oxidative degradation of unsaturated fatty acid 




what  in some cases are at ng L‐1  levels. Because of their high FD values,  it could be thought that a 
priori  they  could  contribute  significantly  to  the  overall  aroma  of  the  sample,  despite  their  low 
concentrations.  Indeed, these  low concentrations  imply the use of a concentration technique such 
SPME to be detected. Even so, although we could perceive all of them by GCO, only some of them 
were detected when applying a conventional detector.  






by  its odour threshold  in that matrix  (5). Although this parameter provides a rough pattern of the 





the  quantification,  the  extract  employed  for  this  purpose  was  the  same  that  the  one  used  to 
perform  the GCO  analysis.  Taking  into  account  the matrix  interference  that  hindered  the  use  of 
calibration curves constructed with model solutions, we elaborated the calibration graphs by using 
the  addition  standard  method  and  extracting  the  spiked  samples  under  the  same  HS‐SPME 
extraction conditions above specified (section 2.4). Thus, the most potent odour‐active compounds 
according to the AEDA results were quantified, except those with so extremely  low concentrations 
that  it was not possible to obtain any  instrumental signal when using a FID or a MSD. This  is what 
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Ethyl isobutyrate  462.9 ± 8.5  303.1 ± 12.7  391.9 ± 17.6 
Diacetyl  117.5 ± 4.9  60.8 ± 13.8  177.7 ± 16.7 
Ethylbutyrate  16.3 ± 0.7  23.1 ± 3.7  17.2 ± 2.1 
Ethyl 2‐methylbutyrate  10.0 ± 0.7  26.5 ± 0.4  7.2 ± 0.2 
Ethyl isovalerate  277.5 ± 7.2  301.6 ± 1.7  299.5 ± 2.5 
Isobutanol  1752.4 ± 55.4  nd  2042.9 ± 27.6 
Isoamyl acetate  1071.7 ± 7.9  840.2 ± 62.67  1315.6 ± 24.6 
2‐methyl‐1‐butanol  2949.1 ± 33.0  3086.6 ± 69.1  2774.9 ± 14.2 
Isoamyl alcohol  3674.9 ± 35.5  3812.1 ± 17.5  3306.0 ± 12.2 
Octanal  14.1 ± 0.9  10.8 ± 1.8  11.7 ± 1.1 
Isobutyric acid  2460.5 ± 19.1  1801.9 ± 69.6  3622.0 ± 111.7 
2‐methylbutyric acid  2301.0 ± 107.6  1989.3 ± 81.9  2523.0 ± 181.4 
Isovaleric acid  6643.0 ± 226.9  6110.1 ± 325.0  5830.8 ± 120.7 
Benzyl acetate  13.2 ± 0.2  20.5 ± 0.6  10.4 ± 0.4 
Ethyl phenylacetate  988.3 ± 2.6  117.2 ± 0.4  385.5 ± 1.7 
2‐phenylethyl acetate  462.3 ± 16.0  388.4 ± 21.0  240.9 ± 21.0 
β‐damascenone  0.21 ± 0.03  0.29 ± 0.02  0.14 ± 0.03 
Phenylmethanol  120.2 ± 12.7  63.4 ± 6.6  nd 
2‐phenylethanol  6514.2 ± 132.4  7993.1 ± 133.0  9511.3 ± 161.0 
4‐ethylguaiacol  2971.4 ± 87.5  664.4 ± 1.8  1603.9 ± 29.6 
4‐ethylphenol  71.7 ± 0.5  81.3 ± 4.7  79.8 ± 6.0 




one,  an  acetic  acid water  solution was  employed.  The  values  obtained  can  be  seen  in  Table  4 
together with the OAVs calculated for each quantified compound in every Sherry vinegar sample.  
When comparing these values with those obtained by other authors that previously identified some 
of  these  compounds  in  Sherry  vinegar  aroma, we  could  check  that  the  relative  OAVs  for  ethyl 
isovalerate, ethyl  isobutyrate,  isoamyl acetate,  isovaleric acid or 2‐phenylethyl acetate agreed with 
the ones  reported by Callejón et al.  (19). However,  there was no coincidence when comparing 4‐
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ethylphenol  and diacetyl,  as  these  authors obtained higher OAVs.  In  fact, diacetyl presented  the 
highest OAV  in  their  study.  But  these  differences  could  be  attributed  to  the  different  extraction 
procedures employed and also  to  the  lower odour  threshold  reported by Callejón et al.  for both 







Ethyl isovalerate  2.2  126  137  136 
Ethyl isobutyrate  5.2  89  58  75 
Isoamyl acetate  22.2  48  38  59 
Isovaleric acid  144.4  46  42  40 
4‐ethylguaiacol  69.5  43  9.6  23 
2‐methylbutyric acid  200.5  11  9.9  12 
2‐phenylethanol  1400  4.6  5.7  6.8 
2‐phenylethyl acetate  97.8  4.7  4.0  2.5 
Isobutyric acid  1500  1.6  1.2  2.4 
4‐ethylphenol  51  1.4  1.6  1.6 
Ethyl phenylacetate  148.2  6.7  0.79  2.6 
Diacetyl  95.3  1.2  0.64  1.9 
β‐damascenone  190a  1.1  1.5  0.74 
Isoamyl alcohol  3500  1.0  1.1  0.94 
Ethyl 2‐methylbutyrate  16.5  0.61  1.6  0.44 
Octanal  22.5  0.63  0.48  0.52 
Ethylbutyrate  73  0.22  0.32  0.24 
2‐methyl‐1‐butanol  12200  0.24  0.25  0.23 
Isobutanol  7500  0.23  nd  0.27 
Decanoic acid  1100  0.11  0.11  29∙10‐3 
Phenylmethanol  5100  23∙10‐3  12∙10‐3  nd 




the  three  vinegars analyzed. These  compounds,  together with  their  FD  values, are displayed  in a 
spider‐web  (Figure  1).  As  it  can  be  seen  from  this  figure,  the  profile  obtained  is  quite  similar 
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asked  to  evaluate  the  similarity  between  the  spiked  solution  and  the  real  vinegars.  The  results 
showed  a degree of  similarity of 49, 46  and 51%  (RSD 5%)  for  vinegars A, B  and C,  respectively. 
According  to  the panellists’description,  this  relative  low percentage was  related  to a much higher 
perception of the pungent sensation in the spiked sample mainly due to the acetic acid. Therefore, 
we performed a  second  similarity  test, but  this  time adding all  the compounds quantified.  In  this 
case, panellists agreed with the fact that the pungent sensation was balanced thanks to the higher 




same  whatever  the  sample  considered.  Only  slight  differences  are  perceived  among  samples 






















is  suitable  for  extracting  and  analyzing  the  odour  compounds  in  vinegar matrices. Moreover,  it 
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Sherry vinegar aroma, which has been  confirmed by  the OAVs calculated. Nevertheless,  to  finally 
give more accurate  results about  the  real contribution of  the different constituents  to  the overall 
Sherry vinegar aroma  it will be necessary to overcome the  limitations of the  instrumental detector 
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  Aunque  existen  escasos  vestigios  de  la  dieta  seguida  por  nuestros  primeros 
antepasados, se sabe que el hombre siempre ha sido omnívoro. Junto con  las hojas, 
los brotes,  las cortezas y  las  raíces,  los homínidos consumían  insectos y carroña, así 
como  distintos  frutos  [1].  Yacimientos  prehistóricos  en  Israel,  con  restos 




a  la  cultura  de  las  poblaciones  que  se  han  servido  de  ellos.  De  forma  general,  la 
palabra  nuez  designa  a  todos  los  frutos  con  una  semilla  comestible,  la  almendra, 






  Los  frutos  secos  son  frutas  con un bajo  contenido en agua  (menos del 50%)  y 
ricas  en  lípidos,  proteínas  y  oligoelementos,  que  consisten  en  un  grano  o  semilla 
comestible encerrado en una cáscara que se vuelve dura tras la maduración [4].  
  Ciertos  frutos  secos,  como  las  castañas,  las  avellanas  o  las  bellotas,  también 
pueden definirse como frutas con una sola semilla dura y comestible y cuyo pericarpio 
es duro e indehiscente [3]. Por pericarpio se entiende la parte exterior del fruto de las 
plantas,  lo  que  cubre  las  semillas,  e  indehiscente  significa  que  no  se  abre 
naturalmente para que salga la semilla cuando el fruto está maduro [5].  
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que se encuentran  las almendras,  las nueces,  los pistachos,  las pacanas o  las nueces 
de macadamia. En realidad, estos productos son los huesos duros de distintas drupas 
(frutos de mesocarpio carnoso y endocarpio leñoso con una sola semilla) [3]. Mientras 


































  Las características  físicas, químicas y nutritivas de  todos estos  frutos secos  son 
similares,  al  igual  que  los  procesos  de  recolección,  cosecha,  procesado  y 
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comercialización. Sin embargo,  los árboles que  los producen  sí  requieren diferentes 
condiciones climáticas. Los almendros, avellanos, nogales, pacanas, pinos piñoneros y 
pistachos precisan climas mediterráneos, mientras que  los anacardos, macadamias y 
nogales del Brasil necesitan  climas más  cálidos.  El  almendro,  el pino piñonero  y  el 
pistachero  destacan  por  su  tolerancia  a  la  sequía.  En  cambio,  el  anacardo,  la 
macadamia  y el nogal de Brasil  son propios de  las  zonas húmedas. Y mientras que 
almendros,  avellanos,  macadamias,  nogales,  pacanas  y  pistacheros  se  cultivan  en 
plantaciones,  los  pinos  piñoneros  y  los  nogales  de Brasil  lo  hacen  en  bosques.  Los 
anacardos se encuentran tanto en plantaciones regulares como de forma silvestre [6].   






han  sido  recolectados,  como  las  nueces,  las  avellanas,  las  almendras  o  los 
pistachos con cáscara. 
• Frutos secos en grano. Son los productos que resultan tras extraer la cáscara.  





que  no  es  necesario  consumirlos  tras  la  cosecha.  Además,  si  la  recolección  se  ha 
realizado de manera adecuada y en condiciones óptimas, pueden conservarse hasta 
9‐12 meses con buenas cualidades organolépticas y nutricionales. 
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  Antes de su comercialización,  los  frutos secos son sometidos a uno o varios de 
los  procesos  siguientes:  limpieza,  clasificación,  calibrado,  descascarillado,  secado, 
tostado, pelado, repelado, frito o salado [7]. De manera que encontramos: 
• Frutos  secos  crudos.  No  se  les  ha  aplicado  ningún  proceso  tecnológico  de 
elaboración. Es lo que ocurre con las nueces, que suelen presentarse enteras 
y  crudas.  Algunos  frutos  secos  crudos  pueden  sufrir  un  proceso  de 
elaboración  (laminado,  paliteado,  granillado, molturación)  que  afecte  a  su 
forma de presentación. 
• Frutos secos tostados. En este caso, se  les somete a un proceso de tostado, 
que puede  incluir  la adición de sal, caso de  las avellanas,  los pistachos y  las 
almendras. 




   Una  buena  recolección  es  el  primer  paso  para  obtener  frutos  secos  con  una 
calidad organoléptica y nutricional adecuada. La cáscara del fruto debe estar entera, 
seca  y  limpia,  y  debe  presentar  su  color  característico  y  sin  ennegrecimiento.  Al 
romper  la  cáscara, el  grano debe  aparecer bien desarrollado,  limpio  y  sin olores ni 
sabores extraños, además de estar sano (sin insectos, mohos o podredumbre) [7]. 
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frutos maduros  al  suelo, de donde  se  recogen posteriormente  [8, 9].  Los pistachos 
también  se  recolectan  con  máquinas,  aunque  a  veces,  sobre  todo  si  se  trata  de 
árboles  jóvenes,  el  proceso  se  realiza  a  mano  [10].  En  cambio,  las  nueces  de 
macadamia, las de Brasil, los anacardos y las avellanas se dejan caer al suelo una vez 
maduras, de donde  son  recogidas manual o mecánicamente de  forma periódica  [8‐




  Una  vez  recolectados  los  frutos  secos  es  muy  importante  someterlos 
inmediatamente  a  unas  buenas  condiciones  de  conservación,  para  reducir  las 
posibilidades  de  contaminación  por  hongos  o  insectos.  En  primer  lugar,  hay  que 
secarlos  rápidamente  hasta  humedades  relativas  inferiores  al  5‐6%.  Luego, 
conservarlos en lugares frescos y secos, con temperaturas de refrigeración entre los 6 
y los 10 ºC, una humedad relativa inferior al 60% y una buena ventilación [7]. 
  De  este modo  es  posible  conservar  los  frutos  secos  entre  9  y  12 meses,  un 
período  de  tiempo  similar  al  que  transcurre  entre  cada  cosecha  anual.  Pero  este 
tiempo depende del  tipo de producto. Sin embargo, en ningún  caso es aconsejable 
prolongarlo, ya que su alto contenido en ácidos grasos predispone al enranciamiento. 
De hecho,  las nueces se enrancian con mayor  rapidez que otros  frutos secos por su 
riqueza en ácidos grasos poliinsaturados [9‐11]. 
  Uno de  los procesos  recomendados para mejorar  la conservación de  los  frutos 
crudos, al  igual que antes de envasarlos a granel y sin elaborar, es  la fumigación. Así 
se evita  su  insectación. Y aunque  los productos aplicados  son muy  tóxicos para  los 
insectos, no modifican ni las propiedades organolépticas ni nutricionales de los frutos 
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secos  [7].  Pero  desde  hace  unos  años  se  está  probando  con  buenos  resultados  la 
irradiación con rayos γ como una alternativa a la fumigación [12, 13], ya que tampoco 
altera  las  propiedades  de  los  productos  y  se  elimina  el  riesgo  que  supone  la 
manipulación de los insecticidas. 
  5.1.3.3.‐ Elaboración 
  Tras  la  recolección  y  los  procesos  de  limpieza  y  clasificación,  a  algunos  frutos 
secos, caso de  las almendras,  los anacardos,  las avellanas,  las pacanas o  los piñones, 
se les quita la cáscara. Otros frutos, como los distintos tipos de nueces o los pistachos, 
pueden ser descascarillados o no [8]. 
  Parte de  la producción de  frutos secos se consume  sin que previamente se  les 




cuanto a  los pistachos,  lo normal es tostarlos y salarlos, tanto si se  les ha quitado  la 
cáscara como si no [8‐11].  




(≈150  ºC)  sobre  el  producto,  o  bien  combinando  aire  caliente  y  una  superficie  de 
contacto  en movimiento  a  alta  temperatura  (convección‐conducción).  La  fritura  se 
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  Gracias al  tostado,  los  frutos secos desarrollan una  textura crujiente y un color 
tostado,  a  la  vez  que  numerosos  aromas.  Además,  disminuye  su  contenido  en 
azúcares  por  las  reacciones  de  pardeamiento  que  se  producen,  que  incluyen 
reacciones  de  caramelización  y  las  reacciones  de  Maillard.  También  pueden 
desnaturalizarse algunas proteínas, aunque sin que disminuya sensiblemente su valor 
nutritivo.  Sin  embargo, mientras que  las  vitaminas B2  (riboflavina)  y B3  (niacina)  se 
conservan bien, se destruye un alto porcentaje de B1 (tiamina) [14]. 
  En la fritura, parte del aceite empleado queda impregnado en el alimento, con lo 
que  le  termina  aportando  sus  componentes nutricionales  y  su  aroma,  a  la  vez que 
parte de  la fracción grasa del alimento se funde e  incorpora al aceite de fritura. Este 
proceso  es  más  agresivo  que  el  tostado  y  provoca  una  desnaturalización  de  las 
proteínas, un pardeamiento químico, y una destrucción de vitaminas y antioxidantes 
[14]. Debido a esta pérdida de antioxidantes, y dado que el alto contenido en ácidos 




presente unas condiciones óptimas a  lo  largo de  toda  su vida útil  [14]. Los envases 




parte  muy  importante  de  su  proceso  de  obtención  y  elaboración,  ya  que  las 
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  En este  sentido, existen diversos estudios en  los que  se ha analizado el efecto 
que  distintas  condiciones  de  almacenamiento  y  diferentes materiales  de  envasado 




sí  son  eficaces  frente  a  la  oxidación,  pero  son  aún más  eficaces  ciertos materiales 
capaces de absorber oxígeno [16].  
  De  forma  general,  los materiales de  envasado que  se utilizan  son  el metal,  el 









coco  y  el  75%  para  las  nueces  de  macadamia.  Además,  los  ácidos  grasos  que 
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  Respecto  a  los  hidratos  de  carbono,  las  cantidades  en  las  que  aparecen  se 
asemejan a las de las proteínas. Oscilan entre un 12% para las nueces y un 62% para 
las castañas, y la sacarosa es el azúcar mayoritario (>95% del total de los azúcares). A 






en  Se,  los  piñones,  en  Zn,  y  las  almendras  y  los  anacardos,  en  Ca  y  Fe, 
respectivamente [17]. 
  Por último,  los  frutos secos, sobre todo  las pacanas,  las nueces y  los pistachos, 
presentan  cantidades  importantes  de  distintos  compuestos  fenólicos  [19,  20],  con 
numerosos y beneficiosos efectos antioxidantes [17].  
  Pero  el  contenido  de  estos  componentes  químicos  varía  enormemente  en 





buena  e  importante  fuente de  energía,  ricos  en  lípidos  y proteínas  y  con una  gran 
variedad de micronutrientes, por lo que se han consumido desde la prehistoria. Pero, 
además,  y  debido  a  su  composición,  estudios  actuales  han  demostrado  que  estos 
productos también pueden ser considerados alimentos funcionales naturales, capaces 
de  prevenir  diferentes  enfermedades  crónicas.  De  hecho,  las  dietas  seguidas  en 
ciertas zonas, en las que los frutos secos ocupan un lugar destacado, como ocurre con 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
APLICACIÓN DE LA CROMATOGRAFÍA DE GASES-OLFATOMETRÍA EN LA CARACTERIZACIÓN 
DEL AROMA DEL VINAGRE DE VINO, DE LOS PISTACHOS Y DEL ACEITE DE OLIVA 
Laura Aceña Muñoz 







   El  consumo  habitual  de  frutos  secos  está  relacionado  con  un  descenso  en  la 
incidencia de  las enfermedades  cardiovasculares,  la obesidad  y  la diabetes,  al  igual 
que con  la  reducción del colesterol, al mismo  tiempo que ayudan a prevenir ciertas 
enfermedades degenerativas del mundo civilizado [30, 31].  
  Los responsables de estos numerosos efectos beneficiosos son varios. En primer 
lugar,  los ácidos grasos mono y poliinsaturados del perfil  lipídico de  los frutos secos, 
que  reducen  los  factores  de  riesgo  cardiovascular  al  disminuir  el  contenido  de 
colesterol  en  sangre  [32].  Estos  compuestos,  junto  con  los  fenoles,  que  presentan 
actividades antioxidantes, son  los responsables de  la  inhibición de  los fenómenos de 
oxidación, directamente relacionados con ciertos tipos de cáncer [33]. Por su parte, el 












cultivaba  en  el  10.000  a.  C.,  el  pistachero  se  introdujo  poco  a  poco  en  los  países 
mediterráneos, de donde se exportó en el siglo XIX a los Estados Unidos. Sin embargo, 
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cultivar masivamente  [2, 9]. Actualmente,  la República  Islámica de  Irán es el mayor 
productor mundial de pistachos, con una producción anual de casi 200.000 toneladas 
en  el  2008,  seguido  de  los  EE.UU.  y  Turquía  [36].  Siempre  se  comercializa  con  la 
cáscara, tostado y salado, y principalmente se emplea en la elaboración de helados y 
confitería, aunque también se consume como aperitivo. 
  Los  pistachos  se  caracterizan  por  ser  los menos  calóricos  de  todos  los  frutos 
















  Los  frutos  secos  crudos,  sin  tostar  o  freír,  no  destacan  por  tener  un  aroma 
especialmente intenso. En cambio, todos los frutos secos tostados presentan un olor 
característico y fácilmente identificable [44].  
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de  Strecker,  entre otros muchos  compuestos, mientras que  la  caramelización  es  la 
responsable  de  la  aparición  de  los  derivados  del  furano  y  el maltol.  Todos  estos 
compuestos  resultantes  aportan  al  producto  final  sus  aromas,  colores  y  sabores 
característicos. Por  su parte, y aunque  la degradación de  los  lípidos  suele asociarse 
con la formación de notas aromáticas desagradables, también propicia la aparición de 
algunos aldehídos y cetonas que proporcionan notas dulces y afrutadas [44]. 













  Así,  a  pesar  de  que  los  autores  de  dicho  estudio  identifican  una  serie  de 
compuestos  (mediante  espectrometría  de  masas  y/o  tiempos  de  retención),  en 
verdad no pueden establecer la importancia que esos compuestos tienen en el aroma 
global de  los pistachos  tostados, ya que no  trabajan con  la cromatografía de gases‐
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olfatometría. Se  limitan a  relacionarlos  con odorantes previamente  identificados en 
otros productos tostados y que se cree que contribuyen al aroma “tostado”. 
  Además,  también  debe  señalarse  que  el  extracto  aromático  obtenido  se 







extracción  y  concentración  de  volátiles,  la microextracción  en  fase  sólida  sobre  el 
espacio de cabeza (HS‐SPME) y la extracción directa con disolventes (DSE) seguida de 
high‐vacuum  transfer  (HVT). El objetivo era averiguar cuál de  las dos proporcionaba 
extractos  representativos de  la muestra, o  si ambas  lo hacían. Y, aunque el estudio 
confirmó  este  segundo  supuesto,  la HS‐SPME demostró que presentaba una mejor 




capítulo,  titulado  “Comparative  study  of  two  extraction  techniques  to  obtain 
representative  aroma  extracts  for  being  analysed  by  gas  chromatography‐
olfactometry: application  to  roasted pistachio aroma” y que ha sido publicado en  la 
revista Journal of Chromatography A [54].  
  Asimismo, estas  investigaciones dieron pie al desarrollo del segundo artículo de 
este capítulo, aceptado para su publicación en  la  revista  Journal of Agricultural and 
Food Chemistry  [55] en el momento de redactar esta tesis doctoral, y cuyo título es 
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“Determination  of  roasted  pistachios  (Pistacia  vera  L.)  key  odorants  by  headspace 
solid‐phase microextraction and gas chromatography‐olfactometry”. 
  En  este  segundo  artículo  se procedió  a  caracterizar  el perfil  aromático de dos 
variedades  distintas  de  estos  pistachos,  utilizando  la  HS‐SPME  como  técnica  de 
obtención de extractos aromáticos representativos. La técnica olfatométrica aplicada, 
el  Aroma  Extract  Dilution  Analysis  (AEDA),  permitió  comprobar  que  la  variedad 
Fandooghi presentaba un perfil aromático más rico que la otra variedad, la Kerman, lo 
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This  research  paper  presents  a  comparative  study  of  two  different  extraction  and  concentration 
techniques  to  obtain  representative  pistachio  aroma  extracts:  the  traditional  direct  solvent 
extraction  (DSE)  followed  by  high‐vacuum  transfer  (HVT)  and  the  headspace  solid‐phase 
microextraction  (HS‐SPME).  The  results  showed  that,  although  both  techniques  provide  accurate 
information about the aromatic composition that will be perceived by the consumer, the precision in 
terms  of within‐day  repeatability  and  between‐days  repeatability  (intermediate  precision)  of  the 




KEYWORDS:  Pistachio  nuts;  aroma;  Direct  Solvent  Extraction‐High  Vacuum  Transfer;  Headspace‐
Solid Phase Micro‐Extraction; Gas Chromatography‐Olfactometry 
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the  roasting process  responsible  for  the  characteristic nut odour  [3‐6]. Due  to  the  importance of 
nuts on human diet and health [7, 8] there are several studies published on their chemical [2, 9‐12] 
and volatile  composition  [13‐15]  for both  raw and  roasted nuts. Nevertheless, only a  few  studies 
related  to  their  aromatic  fraction  [3‐6,  13‐15]  have  been  carried  out  and,  for  some  nuts,  such 
pistachios, there has not been published any study about the compounds responsible for its aroma. 
The  aroma  of  any  foodstuff  is  influenced  by  the  action  of  hundreds  of  different  and  very 
heterogeneous chemicals (alcohols, aldehydes, esters, ketones, pirazines, acids, terpenes, etc.) each 
of  them with a different contribution  to  the whole aroma  [16]. Every odorant must be volatile  in 
order  to  reach  the  nose  and  interact  with  the  appropriate  receptors  located  on  the  olfactory 
epithelium [17], but not all the components of the volatile fraction are odour‐active.   
Gas  chromatography‐olfactometry  (GCO)  is  a  powerful  technique  in  food  aroma  characterization 
[18, 19]  that uses  the human nose as a  chromatographic detector  in parallel with a  conventional 
one,  like  the  Flame  Ionic  Detector  (FID)  or  the  Mass  Spectra  Detector  (MSD).  Therefore,  this 






odorants are perceived  in  the GCO effluent. The  last dilution  step where an odorant  is perceived 
constitutes  its  flavour dilution  (FD)  factor, which can be considered a good  indicator of  the odour 
potency of that compound (i.e. the higher the FD factor, the higher the sensory contribution of that 
compound to the sample).  In that way, AEDA  is a valuable screening tool  for ranking odour‐active 
compounds in a sample according to their relative odour potency.  
But  obtaining  reliable  data  in  aroma  characterization  depends  on  the  representativeness  of  the 
extract  itself.  Indeed, several studies show the  large  influence of the extraction method employed 
on  the  results of  the olfactometric analyses performed  [22], because  the extract not only  should 
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present at different  levels of concentration,  ranging  from several mg L‐1  to a  few ng L‐1. Different 
sampling techniques, such as  liquid‐liquid extraction, solid‐liquid extraction, distillation, headspace 
techniques,  solid‐phase microextraction, demixing, etc.  [23‐30] have been used  to obtain extracts 
for aroma characterization.  
The  purpose  of  this  paper  was  to  make  a  comparative  study  of  two  different  extraction  and 
concentration  techniques  to  obtain  representative  pistachio  aroma  extracts:  the  direct  solvent 
extraction  (DSE)  followed by high‐vacuum  transfer  (HVT)  [26,  31]  and  the headspace  solid‐phase 
microextraction  (HS‐SPME)  [32].  The  first  technique has been widely used as  sample preparation 
technique on the characterization of many foods but it implies multiple steps in sample handling, it 
is time‐consuming, and, as it employs organic solvents, it is unfriendly with the environment and it 
can  also  generate  artifacts  that will  interfere  in  aroma  detection.  However,  once  the  extract  is 
obtained it is very easy to proceed with the AEDA analysis. On the other hand, the SPME is a newer 
solvent‐free  technique much  faster  because  it  carries  out  the  extraction  and  concentration  in  a 
single  step,  and  that  requires  very  little  sample manipulation.  However,  there  is  an  important 
drawback when dealing with  the AEDA because, as  the analytes are  retained on  the  fibre and no 










The  chemical  standards  of  the  aroma  compounds, whose  CAS  numbers  are  specified  in  Table  2, 
were  supplied  by  Sigma‐Aldrich  (Madrid,  Spain),  Fluka  (Madrid,  Spain)  and  Lancaster  (Bischheim, 
France)  and  their  purity  was  above  90%.  Dichloromethane,  diethyl  ether,  hexane  and  sodium 
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The SPME holder  for manual  sampling and  the polydimethylsiloxane  (PDMS) 100 µm, polyacrilate 
(PA)  85  µm,  Carboxen‐Polydimethylsiloxane  (Carboxen/PDMS)  75  µm  and  StableFlex 
Divinylbenzene‐Carboxen‐Polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS) 50/30 µm fibres used in this study 






To obtain  the extract, 100 g of  fresh  roasted pistachios  finely ground  in a  coffee mill and passed 
through a sieve (1.5 mm of diameter) were extracted with 100 mL of dichloromethane for 5 hours at 
25  ºC under  constant magnetic  stirring  and nitrogen  atmosphere.  Then,  the mixture was  filtered 
(paper Whatman®  42)  using  a  water  jet  filter  pump.  The  liquid  phase  obtained  containing  the 
volatiles and large amounts of lipids, was subjected to a high‐vacuum transfer (HVT) [26], in order to 
isolate the volatile fraction. To proceed with the HVT, the liquid phase was slowly dropped into the 
distillation  flask,  which  was  heated  to  36  ºC. When  the  addition  was  finished,  distillation  was 






To extract  the volatiles, 15 g of  fresh  roasted pistachios  finely ground  in a coffee mill and passed 
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housed was pushed  through  the vial  septum. Then,  the  fibre was pushed out of  the housing and 








column  employed  to  carry  out  the  chromatographic  separations  was  a  Chrompack  (Varian, 
Middelburg,  The Netherlands)  CP‐WAX  57CB  (50 m  x  0.25 mm  i.d.,  0.2  µm  film  thickness) with 









ratio  for  the  olfactometric  analysis was  1:1  (FID:sniffing  port)  and  it was  achieved  by  using  two 
deactivated  and uncoated  fused  silica  capillaries of  the  same  length  and width  as  a  transfer  line 
between  the  splitting  assembly  and  the  detectors. Moreover,  the  use  of  an  olfactory  detector 
control  module  commercialized  by  SGE  International  (Ringwood,  Australia)  that  incorporates  a 
heated  transfer section  from  the GC oven  to  the glass detection cone, kept  the unit at a suitable 
temperature  to  transfer  the  volatile  compounds  to  the  detection  cone  without  losses  due  to 
condensation. Furthermore,  the glass cone  is purged with humidified air  to prevent nasal mucous 
membranes from drying out in order to maintain olfactory sensitivity. 
Timing and odour descriptions were  recorded by  two  trained  sniffers after each  sample  injection 
and  they were  replaced  at  15 min  intervals  to  avoid  fatigue  and  distractions.  Each  sample was 
analysed in triplicate by each trained researcher. 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
APLICACIÓN DE LA CROMATOGRAFÍA DE GASES-OLFATOMETRÍA EN LA CARACTERIZACIÓN 
DEL AROMA DEL VINAGRE DE VINO, DE LOS PISTACHOS Y DEL ACEITE DE OLIVA 
Laura Aceña Muñoz 






GC‐MS  analyses  were  performed  with  a  Hewlett‐Packard  (HP,  Palo  Alto,  USA)  6890  gas 
chromatograph coupled to an HP‐5973 mass selective detector. Separation was achieved under the 
same operating conditions described above and using the same columns as in the GC‐FID and GCO 
analyses.  The  mass  spectrometer  operated  in  the  electron  impact  ionization  mode  (70  eV). 
Interface, source and quadrupole temperatures were 200 ºC, 230 ºC and 150 ºC, respectively, and 






which was  carried  out  in  two  different ways  depending  on  the  extraction  technique  employed. 
When  dealing  with  the  DSE,  the  aroma  extract  obtained  was  stepwise  diluted  (1:4)  with 
dichloromethane [33]. But when the sampling was performed with HS‐SPME, a new approach to the 
AEDA was used as no physical extract was obtained. It consists of stepwise reduction of the amount 
of  roasted  pistachio  that was  put  into  the  vial  (1:4)  before  carrying  out  the  SPME  by  adding  a 
suitable amount of Milli‐Q water  to keep constant  the headspace/sample ratio.  In both cases,  the 
dilutions  were  carried  out  until  no  odorant  was  detected  by  sniffing  the  highest  dilution.  Two 




The  odorants  detected  in  the  olfactometric  study were  identified  by  comparison with  reference 
compounds on the basis of the following criteria: odour quality perceived at the sniffing port, mass 
spectra  obtained  and  retention  indices  (RI)  on  the  two  stationary  phases  of  different  polarity 
employed (CP‐WAX 57CB and HP‐5). Retention indices were calculated from the retention times of a 
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To  determine  the  similarity  between  the  aroma  of  the  different  extracts  obtained with  the  two 
extraction techniques and the aroma of the fresh roasted pistachios, a panel of 8 trained assessors 
evaluated  the  global  odour  for  each  particular  case.  Firstly,  panellists were  familiarized with  the 
roasted pistachio aroma and were  then asked  to agree  in a  common  list of 6 descriptors: green, 
sweet, roasted, chocolate/coffee, rancid and nutty (this last was evaluated as a global impression). 
Then, assessors were asked to rate the intensity on a discontinuous scale from 0 (no similarity) to 5 





Taking  into  account  that  the  aim  of  this  study  was  to  extract  the  odorant  compounds  of  the 
pistachio  samples, when  optimizing  the  parameters  that  affected  the  extraction  equilibrium we 
evaluated not only the chromatographic areas of the compounds extracted (FID response), but also 
the  number  and  intensity  of  the  odorants  perceived  (GCO  response).  All  the  experiments were 
performed in triplicate. 
Among the different solvents usually used to extract food odorants we tested diethyl ether, hexane 
and  dichloromethane.  The  results  showed  that  the  best  efficiency  was  obtained  when  using 
dichloromethane because hexane resulted in volatiles losses due to its high boiling point and diethyl 
ether  gave  a  poorer  chromatographic  response  (nearly  9%  smaller  than  the  one  obtained when 
using dichloromethane). Once  the solvent was chosen,  it was necessary  to determine  the volume 
required to get the maximum extraction efficiency. Nevertheless, this parameter is closely related to 
the sample amount used so, the sample weight/solvent volume ratio was optimized. With this aim, 
different  ratios  (from 1:1  to 1:4) were  tested by varying both parameters:  sample weight  ranged 
from  50  to  200  g  and  solvent  volume  ranged  from  50  to  200  mL.  The  best  results,  both 
chromatographic  and  olfactometric, were  obtained  for  the  1:1  ratio.  To make  easier  the  sample 
handling, mainly  during  the  filtration  process, we  choose  as  the  optimal  values  100  g  of  finely 
ground roasted pistachios extracted with 100 mL of dichloromethane. 
Regarding  to  extraction  time  and  temperature,  both  parameters were  studied  simultaneously  as 
they are strongly influenced one by the other [34]. To determine the optimum sampling conditions, 
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different  experiments  were  carried  out  for  2.5,  5  and  7.5  hours,  at  0  ºC  and  25  ºC.  Higher 


















Another  important  issue  that  had  to  be  considered  was  whether  adding  a  solvent  to  ground 
pistachios  (solid  sample)  could  improve  the  SPME  extraction.  Although  different  solvents  and 
mixtures were tested, the results showed that the use of organic solvents implied a competence in 
the extraction process, so we decided  to work only with Milli‐Q water  to homogenize  the sample 
and accelerate the extraction [35]. 





Related  to  ionic strength  it  is known  that  the higher  the  ionic strength,  the  lower  the solubility of 
neutral molecules in the water and the less likely these molecules are to pass from the solid matrix 
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and  olfactometric  responses  were  obtained  when  working  at  the  lowest  temperature  and  the 
shortest sampling time (2 h, 30 ºC). However, as the microextraction  is an exothermic process, the 
highest  temperatures  and  the  largest  times  (4  h,  50  ºC)  did  not  improved  the  overall  extraction 








Once  the  optimum  conditions were  determined, we  evaluated  the  precision  of  both methods  in 
terms  of within‐day  repeatability  and  between‐days  repeatability  (intermediate  precision)  of  the 
chromatographic areas. Since the chromatogram profiles obtained were very rich but very different 
depending on the extraction technique employed (Figure 1), to suitably evaluate these performance 
parameters,  we  selected  13  chromatographic  peaks  which  were  positively  identified  by  both 
techniques according to the  following criteria: they should present different retention times along 
the entire chromatogram;  they should cover  the  range of widths and heights of  the whole of  the 
chromatographic peaks; they should correspond to aromatic compounds with different contribution 
to the aroma (i.e. different FD); and they should belong to different chemical families.  
Both  precision  parameters  were  expressed  by  means  of  the  percentage  of  relative  standard 
deviation  (%RSD). The  repeatability was calculated by  injecting, consecutively, 5 different extracts 
obtained  the same day while  the  intermediate precision was calculated  from  the  results acquired 
when injecting 6 different extracts obtained over a month (approximately one extract every week). 
Table  1  shows  the  results  obtained  for  the  compounds  selected.  The  low %RSD  values  for  both 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
APLICACIÓN DE LA CROMATOGRAFÍA DE GASES-OLFATOMETRÍA EN LA CARACTERIZACIÓN 
DEL AROMA DEL VINAGRE DE VINO, DE LOS PISTACHOS Y DEL ACEITE DE OLIVA 
Laura Aceña Muñoz 






was  very  good.  However,  for  almost  all  the  chromatographic  peaks,  the  RSD  values  (both  for 
repeatability and  intermediate precision) obtained when working with HS‐SPME were smaller than 
the ones obtained when working with DSE‐HVT. Therefore, although in some cases the %RSD values 
obtained with each one of  the  techniques were not  statistically different,  the  fact  that  the SPME 
























Figure 1. Chromatograms belonging  to  the extract of  roasted pistachio obtained  in  the GC‐FID  (a) with 






greater  response  is  due  to  the  fact  that,  whereas  the  headspace  technique  only  allows  the 
extraction  of  those  actually  volatile  compounds,  when  using  DSE,  any  compound  that  exhibits 
affinity to the solvent employed will be extracted.  
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
APLICACIÓN DE LA CROMATOGRAFÍA DE GASES-OLFATOMETRÍA EN LA CARACTERIZACIÓN 
DEL AROMA DEL VINAGRE DE VINO, DE LOS PISTACHOS Y DEL ACEITE DE OLIVA 
Laura Aceña Muñoz 

























7.8  Isobutanal  69382  2.4  4.6  793788  2.4  5.0 
9.5  Diacetyl  672958  2.0  5.2  44691  2.2  4.3 
11  2,3‐pentanedione  699943  4.9  8.9  126680  3.4  4.7 
11.9  Hexanal  3278534  6.5  8.6  563835  3.1  4.1 
13.2  (E)‐2‐pentenal  452619  4.7  6.1  75525  2.1  4.6 
15.3  2 / 3‐methyl‐1‐butanol*  6190691  5.1  9.6  469958  3.9  6.2 
18.9  2‐ethylpyrazine  1827142  6.9  10.5  934466  2.6  4.8 
19.9  Dimethyltrisulfide  44293  5.9  9.8  11267  3.3  6.7 
20.3  2‐ethyl‐5‐methylpyrazine  5587016  6.3  7.4  2647486  3.0  5.3 
23  2‐acetylfuran  383012  5.1  8.3  177382  2.5  6.1 
31.1  Guaiacol  89875  4.8  7.7  34539  3.2  4.9 
32.3  2‐phenylethanol  1808021  5.2  9.5  876731  2.8  4.6 






By applying  the  suitable AEDA  for each extraction  technique,  the most odour‐active  regions were 
determined: these are the ones with higher FD factors (ranging from 64 to 1024 for at least one of 
the two extraction techniques). The results are summarized  in Table 2, where the different odours 
perceived have been arranged  following  their  retention  indices  in  the polar  column.  It  should be 
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HVT  and  HS‐SPME,  respectively.  As  it  can  be  seen,  not  always  a  high  FD  value  obtained when 
working with an extraction technique  implies a high FD value when working with the other one. In 
fact, only 15 of  these  regions were perceived with  the  same FD  in both extracts, being 1024  the 
highest FD factor, which was found for the odorant regions number 2, 13, 15, 19, 22 and 42. After 
these mainly  toasted,  heavy  and  rubbery  notes,  and  in  descending  order  of  FD, we  found  other 







and  44  (stall,  animal), which  correspond  to  two  unknown  odorants  (regions  20  and  23)  plus  2‐
acetylpyridine (region 26), butyric acid (region 28) and 4‐ethylphenol (region 44). On the other hand, 
while  19  flavour‐active  regions were  perceived  in  the  SPME with  a  higher  FD  factor  than  in  the 
distillate, only 6 odours appeared  in the distillate with a higher FD factor: 1 (malty, solvent‐like), 3 
(fruity, strawberry), 17  (sulphur‐like), 21  (cooked potato), 31  (blue cheese, sweaty) and 32  (deep‐
fried), which have been positively  identified as  isobutanal  (region 1), ethyl propanoate  (region 3), 
dimethyltrisulfide  (region  17),  a  mixture  of  3‐ethyl‐2,5‐dimethylpyrazine,  2‐ethyl‐3,5(or  6)‐
dimethylpyrazine and methional  (region 21), 2 and 3‐methylbutyric acid  (region 31) and  (E,E)‐2,4‐
decadienal (region 32).  
From all these results  it seems that, although DSE could extract compounds with higher molecular 
weight and  lower  volatility  than  the HS‐SPME  [37]  it  is  less  sensitive  to  some  trace  components, 
which are  very  important  in  the  flavour perception of  foodstuffs. Nevertheless, working with  the 
distillate has some advantages because a liquid extract is obtained so, unlike when working with the 
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However,  the  aroma  representativeness of  the  sample extract  is  the  crucial parameter  to decide 
which extraction  technique  is  the most appropriate.  So,  to determine  the  similarity between  the 
aroma of the different extracts obtained and the aroma of the fresh roasted pistachios, a panel of 8 
trained  assessors  evaluated  the  global  odour  for  each  particular  case  by  using  the  selected 




the  direct  gas  chromatography‐olfactometry  technique  (D‐GCO)  [38].  Since  a  short  deactivated 
capillary column  is used,  this  technique avoids chromatographic separation of  flavour volatiles, so 



















freshly roasted pistachio HS-SPME DSE-HVT
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perfume  sampling  paper  to  eliminate  the  solvent  by  evaporation,  this  solvent  note  persisted. 
Regarding  to  the HS‐SPME  technique, all  the panellists agreed with  the good correlation between 
the extract aroma and the real sample except on the perception of an  intense plastic note on the 
SPME extract (in Figure 2 this descriptor does not appear because this is not a descriptor of pistachio 
aroma).  This  fact was because of  the high  affinity of  the  fibres used  for  the  sulphur  compounds 






In  conclusion,  although  the DSE  followed  by HVT  has  proved  to  be  a  good  technique  to  analyse 
pistachio  aroma  as  well  as  other  food  aroma,  the  results  show  that  the  HS‐SPME  is  a  good 
alternative to obtain representative pistachio aroma extracts with a wide range of odorants, suitable 
for GCO, and that requires shorter time for sampling. Although both extraction techniques provide 
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Key  odorants  in  roasted  pistachio  nuts  have  been  determined  for  the  first  time.  Two  different 
pistachio varieties (Fandooghi and Kerman) have been analyzed by means of headspace solid‐phase 
microextraction (HS‐SPME) and gas chromatography‐olfactometry (GCO). The aroma extract dilution 
analyses  (AEDA)  applied  have  revealed  46  and  41  odor‐active  regions with  a  flavor  dilution  (FD) 
factor ≥ 64 for the Fandooghi and the Kerman varieties, respectively, and 39 of them were related to 
precisely  identified  compounds.  These  included  esters,  pyrazines,  aldehydes,  acids,  furans  and 
phenols. The results show that the Fandooghi variety presents, not only more odor‐active regions, 
but also higher FD  factors  than  the Kerman variety,  that  can  lead  to  the  conclusion  that  the  first 
variety has a  richer aromatic profile  than  the  second one. The descriptive  sensory analysis  (DSA) 
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of  nutrients  (1,  2)  since  ancient  times  and  it  has  been  proved  that  they  play  a  relevant  role  on 
human diet and moreover, that they are of great benefit to consumers’ health (3, 4). Nowadays, a 
minor part of the nut crop is consumed natural or raw, while the majority is roasted and finally used 











out  to  determine  its  geographical  origin  and  the  variety  effects  (20‐22).  Nevertheless,  only  two 
previous  studies  have  been  published  about  its  volatile  composition  (23,  24),  although  only  the 
latest study considered the contribution of these compounds to the aroma. This kind of studies are 
very  important  because,  as  in  any  other  food  product,  pistachio  quality  is  closely  related  to  the 
aroma detected by  consumers and  this attribute will have a great  influence on  its acceptance or 
rejection.  
The characteristic and unique aroma of every food commodity is attributed to a complex mixture of 






For assessing  the odor‐active compounds  in complex mixtures such as  foods, gas chromatography 
olfactometry (GCO) is the most appropriate analytical tool as it allows perceiving the eluted analytes 
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by  a  conventional  detector  (FID, MSD)  and  the  human  nose,  simultaneously.  As  a  result,  GCO 
provides both instrumental and sensory results (27, 28).  
Different techniques have been developed to collect and process the GCO data obtained in order to 
evaluate  the contribution of each odorant  to  the  sample aroma. Among  them,  the aroma extract 







a reliable aroma characterization.  Indeed, the  food  flavor profile obtained will strongly depend on 
the  isolation procedure performed. Among all the sampling techniques, the headspace solid‐phase 
microextraction (HS‐SPME) has proved to be a quick, solvent‐free and a quite simple technique that 
requires  very  little  sample manipulation  (31),  also when  applied  on  the  analysis  of  food  aroma 
compounds (32).  
Therefore,  the  aim  of  this  study  is  to  characterize  the  roasted  pistachio  nut  aroma  by GCO  and 
employing the HS‐SPME technique which, in a previous study performed in our laboratory (24), has 
already  demonstrated  to  be  suitable  for  providing  representative  pistachio  aroma  extracts.  By 





Representative  samples  of  the  “Fandooghi”  (Iran)  and  “Kerman”  (Spain)  varieties were  supplied 
from an important nut processing company whose quality control ensure the accomplishment of the 
specifications of each one of the varieties processed and also that the samples have been collected 
and  transported  under  the  optimal  conditions.  Moreover,  to  take  into  account  the  sample 
variability, different batches of pistachios were sampled and these different aliquots were mixed in 
order to get a single sample as representative as possible.  
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To get similar products than those obtained  in an  industrial roasting treatment,  for both varieties, 
portions of 1 kg of shell‐free samples were  roasted  for 20 min at 160 ºC  in a  laboratory electrical 















The  volatile  compounds  were  extracted  according  to  the  optimum  conditions  determined  in  a 




the extraction  (24, 33)) and a magnetic stir bar  (as  the extraction was carried out under constant 
magnetic stirring) were placed into a 50 mL glass vial, being the sample/headspace ratio 1:1. Then, 
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The precision of  the method was assessed  in  terms of within‐day  repeatability and between‐days 
repeatability  (intermediate  precision).  These  parameters  were  evaluated  not  only  from  the 
chromatographic  response,  but  also  from  the  number,  intensity  and  quality  of  the  odorants 
perceived.  Both  parameters  were  expressed  by  means  of  the  percentage  of  relative  standard 
deviation  (%RSD).  The  first  one  was  calculated  by  injecting,  consecutively,  5  different  extracts 








The  analyses  were  made  on  a  Hewlett‐Packard  (HP,  Palo  Alto,  USA)  6890  gas  chromatograph 














and  the  detectors.  In  addition,  an  olfactory  detector  control  module  commercialized  by  SGE 
International (Ringwood, Australia), that incorporates a heated transfer section from the GC oven to 
the  glass  detection  cone,  keeps  the  unit  at  a  suitable  temperature  to  transfer  the  volatile 
compounds to the detection cone without losses due to condensation. Furthermore, the glass cone 
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When working with  the  SPME,  the  analytes  are  retained  on  the  fiber  so  no  physical  extract  is 












quality perceived at  the sniffing port, mass spectra obtained and  retention  indices determined on 
the  two  stationary  phases  of  different  polarity  employed  (CP‐WAX  57CB  and  HP‐5).  Retention 
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indices were  calculated  from  the  retention  times  of  a  series  of  n‐alkanes  (from  6  to  26  carbon 
atoms) injected under the same chromatographic conditions. 
In  some  cases,  due  to  the  coelution  of  several  compounds with  similar  aromatic  qualities,  their 
perception threshold constituted a helpful tool to determine the real contribution to the aromatic 
region considered.  In these cases, because of the  important fatty component of the sample, these 







more  specific  training  on  the  aroma  of  roasted  nuts,  panelists were  subjected  to  the  following 
training:  during  10  sessions,  each  lasting  60  minutes,  they  evaluated  an  array  of  different 
commercial  roasted  edible  nuts  (hazelnuts,  almonds  and  pistachios),  describing  samples  odor 
qualities on the basis of their personal criterion. In that way, multiple odor qualities were achieved 
and  after  an  intense  discussion,  panelists  finally  agreed  on  a  common  list  of  8  descriptors  for 
pistachio nuts: green, sweet, roasted, chocolate/coffee, rancid, nutty, fatty and earthy.  
Finally, assessors evaluated the odor of the two different varieties of roasted pistachios analyzed in 
this  study  on  a  discontinuous  scale  from  0  (not  detected)  to  5  (maximum  detection)  for  the  8 
descriptors  selected:  green,  sweet,  roasted,  chocolate/coffee,  rancid,  nutty,  fatty  and  earthy. 
Samples  (20 g of  fresh  roasted pistachios  finely ground) were single presented  to  the panelists  in 







of  the  descriptors  evaluated,  as  it  can  be  seen  in  Figure  1.  Thus,  although  both  cultivars  gave 
comparable intensity values (α = 0.05) for the sweet, rancid, fatty and earthy descriptors, the odor 
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profiles  of  the  two  varieties  differed  significantly  (α  =  0.05) with  regard  to  the  green,  roasted, 
chocolate/coffee  and  nutty  descriptors:  while  Kerman  variety  presented  a  higher  intensity  for 
“green”,  Fandooghi  cultivar  presented  a  higher  intensity  for  “roasted”,  “chocolate/coffee”  and 






In  the  same  way,  when  the  Fandooghi  variety  was  analyzed  by  HS‐SPME  and  GC‐FID,  the 
chromatographic  profile  obtained was  slightly  richer  ‐with more  and  higher  peaks‐  than  the one 
provided by the Kerman variety. This meant that the Fandooghi variety had a more complex volatile 
composition than the Kerman cultivar, but both HS‐SPME extracts were analyzed by GCO to verify if 




these  latest  60  odor‐active  areas  coincided  ‐both  in  their  retention  times  and  the  descriptors 
employed to define them‐ with different flavor‐active regions detected for the Fandooghi variety. In 
both  cases,  and  as  it  happens  in  similar  flavor  studies when  employing  a  polar  column  (12,  14), 
chemical and fruity notes were perceived at  lower retention  indices, followed by green and earthy 
notes. At  the end of  the analysis appeared  the  lactic and  fatty odors,  followed by  the burned and 
caramelized ones.  
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(roasted  nuts,  corn),  19  (rubber,  plastic),  22  (rubber,  sulfur‐like),  28  (anise‐like)  and  37  (smoky), 
which were identified by mass spectra, retention indices and the odor of the reference compounds 
as  2  and  3‐methylbutanal  (region  2),  octanal  (region  13)  and  guaiacol  (region  37).  The  odorants 
responsible for the earthy, rubbery and anise‐like notes were not identified. Regarding region 15, we 
positively  identified 2 pyrazines  (2,6‐dimethylpyrazine and 2‐ethylpyrazine)  that matched with  the 





roasted  nuts  aroma  (12,  14,  35),  it was  pointed  that  2‐acetyl‐1‐pyrroline was  responsible  for  a 




could  not  corroborate  this  identification  because  its  reference  standard  is  not  commercially 
available.  
Among  the  ten  flavor‐active  regions  with  a  FD  factor  of  256,  eight  of  them  were  chemically 
identified as shown in Table 1 ‐the regions number 1 (malty, solvent‐like), 11 (fishy), 14 (mushroom), 
17 (sulfur‐like), 24 (fatty, green‐like), 25 (paper‐like), 32 (blue cheese, sweaty) and 38 (sweety)‐ and 
only  the  regions  number  30  (green  pepper,  earthy)  and  35  (fatty,  flowery)  were  not  positively 
identified. However, with  regard  to  the  odor‐active  region  number  35, we  found  the  compound 
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that  the  reference  standard compound coincided with  this  region both  in  its odor and  in  its RI  in 
both chromatographic columns used  in this study. Moreover, although the GC‐MS was not able to 
identify  this  compound, we  found  its most abundant m/z  ratios at  the  retention  time where  this 
odor eluted when analyzing  the spectrum. These  facts,  together with  its  low perception  threshold 
(150 µg L‐1 in deodorized and distillate oil), led us to this assignation. 
Although, as  it can be seen  in Table 1, each aroma perceived during  the GCO analysis  is generally 
due  to  a  single  odorant, we  found  two  aromatic  regions which were  generated  by  a mixture  of 
compounds:  number  21  (cooked  potato)  and  24  (fatty,  green‐like).  The  first  one was  positively 





peaks of  the pyrazines and also  the  fact  that  the “cooked potatoes” note started  to be perceived 
slightly before methional eluted  from  the column, allowed us  to ensure  that  this aromatic  region 
was due  to  the mixture of  the  three compounds. On  the other hand, concerning  to  the aromatic 
region 24, besides two pyrazines also 2‐acetylfuran was positively identified. Nevertheless, although 




When  analyzing  the differences between  varieties,  six odor‐active  regions were detected  for  the 
Fandooghi  cultivar  but  not  for  the  Kerman:  3  (fruity,  strawberry),  5  (strawberry),  10  (fruity),  23 
(anise‐like,  fennel), 39  (roses) and 43  (disgusting, animal), which  correspond  to ethyl propanoate 
(region  3),  2‐methylpropyl  acetate  (region  5),  (E)‐2‐pentenal  (region  10),  2‐phenylethanol  (region 
39),  octanoic  acid  (region  43)  and  one  unknown  odorant  (region  23). On  the  contrary,  only  the 
flavor‐active  area  number  26  (cheese,  disgusting),  that  was  identified  as  isobutyric  acid,  was 




pentanedione  (region  7),  a  mixture  of  3‐ethyl‐2,5‐dimethylpyrazine,  2‐ethyl‐3,5(or  6)‐
dimethylpyrazine and methional  (region 21) and γ‐nonalactone  (region 42). The region number 16 
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(E,E)‐2,4‐nonadienal  because  both  compounds  coeluted.  However,  although  the  last  one  was 
present among the roasted pistachio volatiles, as well as among the odorants of other roasted nuts 
(12, 14), the GCO analyses by using the HP‐5 column allowed us to identify them separately and we 
could  identify  the  (E,E)‐2,4‐decadienal  as  the  responsible  of  this  odor‐active  region.  Regarding 
number 40  (metallic),  it has been  related  to  trans‐4,5‐epoxy‐(E)‐2‐decenal. Although no  reference 
compound is available, the identification was done on the basis of the odor perceived, the retention 
indices  calculated  on  the  CP‐WAX  and  HP‐5  stationary  phases,  the  literature  (12,  14)  and  the 
Flavornet database (37). 
From  the  results obtained,  it can be observed  that most of  the key odorants of  roasted pistachio 
aroma determined in this study have been previously reported as volatile or aromatic compounds in 
other  roasted  nuts  (10‐14).  This  can  lead  to  the  conclusion  that  there  is  a  group  of  coincident 
odorants that influences on the characteristic roasted nut odor and that they are almost the same, 
whatever  the  nut  considered.  However, we  should  not  forget  the  role  played  by  those  specific 
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  Las  distintas  civilizaciones  que  se  han  desarrollado  alrededor  del  Mar 
Mediterráneo a  lo  largo de  los  siglos han basado  su  alimentación en  los productos 
derivados del  trigo, el olivo  y  la  vid.  Es  la denominada  “tríada mediterránea”: pan, 
aceite y vino, pero a la que también habría que añadir las legumbres, por el gran peso 
que han tenido en la alimentación de estos pueblos [1]. 
  Sin  embargo,  el  trigo  proviene  de  Oriente  Próximo  y  la  vid,  de  Asia  Central, 
mientras que las legumbres tienen distintos orígenes en función de la especie de que 
se  trate  (Mesopotamia, América o Asia Central), por  lo que únicamente el olivo es 
realmente originario de  la cuenca mediterránea [2] (Figura 6.1). De ahí que el aceite 
de  oliva  sea  el más  característico  de  estos  alimentos,  el  que  diferencia  a  la  dieta 
mediterránea del  resto de modelos alimentarios, hecho que se  resume con claridad 





  La  palabra  “aceite”  significa  “jugo  de  la  oliva”.  Proviene  del  término  arameo 
“zaytā” y del hebreojudaico “az‐zeit”, que derivaron al “azzáyt” del árabe hispánico. 
Posteriormente, el  término evolucionó hasta el “aceite” actual  [3], que, de acuerdo 
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en  la Unión  Europea, qué  características de  calidad  y pureza deben  reunir  y  cómo 
deben  determinarse  estas  características  [5‐8],  pudiéndose  distinguir  tres  grandes 
tipos de aceites: los aceites de oliva vírgenes, el aceite de oliva y el aceite de orujo de 
oliva (Figura 6.2). 
  Aceites de oliva vírgenes. Son  todos aquellos aceites obtenidos a partir de  las 
aceitunas exclusivamente por procedimientos mecánicos o por otros procedimientos 
físicos,  pero  que  impliquen  una  alteración  mínima  del  producto,  y  que  no  sean 
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sabor  defectuoso  y/o  un  defecto  organoléptico  superior  a  2,5  puntos.  No 
puede ser consumido y debe ser sometido a un proceso de refinado, tras  lo 







queda  tras  la obtención del aceite virgen, y  formado por  la piel,  los restos de pulpa 
agotada y el hueso de las aceitunas. Después de extraerlo con disolventes, el aceite de 
orujo  bruto,  o  crudo,  es  sometido  a  un  proceso  de  refinado.  Al  aceite  de  orujo 
refinado  que  se  consigue  se  le  adiciona  aceite  de  oliva  virgen  para  mejorar  sus 
cualidades. Finalmente, pasa a comercializarse como aceite de orujo de oliva. 
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maduración de  las  aceitunas,  las  condiciones  climáticas  y  edafológicas,  así  como  la 
irrigación o  fertilización que soporta el olivo,  junto con el sistema de recolección de 
los frutos (manual o mecánica), afectan a la calidad de las aceitunas y, por tanto, a la 
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  A  la  entrada  de  la  almazara  hay  que  clasificar  los  frutos  en  función  de  su 




posible, para evitar procesos  fermentativos  sobre el  fruto, que elevan  la acidez del 
aceite  que  contienen  y  generan malos  sabores  y  olores.  Si  hubiera  que  almacenar 
algunos  frutos  (uno o dos días,  como máximo), es  aconsejable hacerlo en un  lugar 
fresco y ventilado y  siempre  los de peor calidad, para procesar  inmediatamente  las 
aceitunas mejores [2, 10]. 




  La  pasta  obtenida  tras  el  triturado  se  bate  entonces  con máquinas  batidoras 
provistas de paletas o hélices que giran a baja velocidad para evitar emulsiones. De 





  Tras  el  batido  se  procede  a  la  separación  de  la  fase  sólida  (orujo)  de  la  fase 
líquida, mediante presión, centrifugación o una combinación de ambos sistemas. En 
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parcial del aceite  suelto, el menos  retenido por  la pasta, aprovechando  la diferente 
tensión  superficial  del  aceite  y  el  agua de  vegetación  [2,  9].  Pero  el  porcentaje  de 
aceite que se consigue así, en relación con la producción total, es muy pequeño. 
  De entre los sistemas de separación, el más antiguo y utilizado es el de presión. 
En  él,  la  pasta  se  coloca  en  capas  finas  sobre  discos  de  material  filtrante,  los 
denominados  capachos.  Estos  capachos  van  guiados  por  una  aguja  central  y  se 
disponen unos sobre otros,  formando un conjunto cilíndrico  (cargo) que se sitúa en 






de  calidad  sólo aceptable. También hay que  lavar  con  frecuencia  los  capachos para 
evitar el desarrollo de fermentaciones [2, 9, 10]. 
  Actualmente,  la  separación  del  orujo  de  la  fase  líquida  tiende  a  hacerse  por 
procedimientos continuos de centrifugación de masas, entre los que se distinguen los 
de tres y los de dos fases. En los primeros, la pasta se diluye con agua templada y se 
inyecta  en  centrifugadoras  de  eje  horizontal,  donde  las  fases  se  separan  por  la 
diferente  densidad  de  las  fases.  Por  un  lado  se  recoge  el  orujo  (materia  seca  casi 
desgrasada) acompañada de humedad, por otro, el alpechín (agua de vegetación) con 
algo de  aceite  y, por otro, el  aceite,  con  algo de humedad. En  los  sistemas de dos 
fases no se adiciona agua a la pasta por lo que, tras la centrifugación, únicamente se 
recogen  el  aceite  (con  algo  de  humedad)  y  el  orujo  (que  contiene  el  agua  de 
vegetación de las aceitunas) [9, 10]. 
  Una vez obtenida  la  fase  líquida que contiene el aceite, es necesario separar el 
agua  de  vegetación  y  los  sólidos  en  suspensión.  Puede  hacerse  por  gravedad, 
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utilizando  depósitos  decantadores,  o  por  centrifugación.  El  primer  proceso  es más 
lento,  con prolongados  tiempos de  contacto  entre  el  aceite  y  el  alpechín. Además, 
proporciona  aceites  de mayor  acidez  y menor  estabilidad  oxidativa,  por  lo  que  se 
prefiere el método de la centrifugación, que permite trabajar en continuo [2, 9, 10]. 
  Finalmente,  el  aceite  se  almacena  en  la  almazara  durante  un  tiempo más  o 
menos largo hasta su envasado y comercialización. Los depósitos más adecuados para 













  El  aceite  de  oliva  virgen  lampante  y  el  aceite  de  orujo  bruto  tienen  que  ser 
sometidos a un proceso de refinación o rectificación para ser aptos para el consumo. 
Este  proceso  puede  comprender métodos  físicos,  químicos  o  una  combinación  de 
ambos, y  su objetivo es eliminar  los compuestos  responsables de  las características 
organolépticas desagradables  (color, olor y sabor), de  la elevada acidez y de  la poca 
estabilidad oxidativa. Para ello, se realiza una serie de procesos (parcial o totalmente): 
el  desgomado,  la  neutralización,  el  lavado,  la  decoloración,  la  desodorización  y  el 
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acidez,  son poco  viscosos,  y  tienen poco o ningún  sabor  y olor que  recuerden  a  la 





de  oliva”.  Suelen  ser  suaves,  agradables  de  sabor,  aunque  poco  intenso,  y  se 






de  la  variedad de  aceituna que  se  emplee  y de  los procedimientos de  elaboración 
aplicados, pero, si se siguen unos procesos de obtención adecuados, el producto se 
mantiene  sin  alteración  del  sabor,  de  los  aromas  y  de  las  vitaminas  que  el  aceite 
contenía en la aceituna. 
  6.2.1.‐ Composición química 
  El  aceite de oliva está  compuesto por una  fracción mayoritaria de  tipo oleoso 
que  representa  cerca  del  98,5%  del  total  (fracción  saponificable),  y  otra  fracción 
minoritaria no oleosa (fracción insaponificable). 
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  La  fracción  saponificable  es  la  constituida  por 
los  triglicéridos  y  los  ácidos  grasos  libres.  Los 
triglicéridos, tal y como se muestra en  la Figura 6.3, 
son ésteres de  los  ácidos  grasos  y el  glicerol. Estos 
ácidos  grasos  se  caracterizan  por  tener  un  grupo 
ácido en uno de  sus extremos y un número par de 
















insaturados,  es  decir,  cuentan  con  dobles  enlaces  en  su  estructura.  Estas 
insaturaciones  son  las  responsables  de  las  características  especiales  del  producto 
final. Por un  lado, hacen que disminuya su punto de fusión, de ahí que el aceite sea 
líquido a temperatura ambiente, pero también  lo vuelven más  inestable frente a  los 











Oleico  61‐83  18 : 1  9  monoinsaturado 
Palmítico  7‐18  16 : 0  ‐  saturado 
Linoleico  2‐18  18 : 2  9 y 12  diinsaturado 
Esteárico  0,5‐5  18 : 0  ‐  saturado 
Palmitoleico  0,3‐3  16 : 1  9  monoinsaturado 
Linolénico  < 1,5  18 : 3  9, 12 y 15  triinsaturado 
Tabla 6.1. Distribución y características de los ácidos grasos en el aceite de oliva 
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establece  la  legislación para cada uno de ellos [5]. Las variaciones en  la composición 
de  estos  ácidos  que  se  encuentran  en  los  aceites  se  deben  al  tipo  de  aceitunas 
empleadas, el estado de maduración, las condiciones ambientales, etc. [1, 2, 11]. 
  Por su parte,  la fracción  insaponificable representa una parte mínima del aceite 
de  oliva  (1,5%).  En  ella  encontramos  compuestos  con  estructuras  químicas  muy 
diversas,  responsables  de  la  estabilidad  del  aceite  y  de  sus  características 
organolépticas,  así  como  de  ciertos  efectos  beneficiosos  que  este  producto  tiene 
sobre nuestro organismo [1, 2]. 
  Algunos  de  estos  compuestos  son  hidrocarburos,  entre  los  que  destacan  el 
escualeno y  los carotenos. El primero es el más abundante  (90% del total) y se cree 




  Otro grupo  importante de  compuestos en el aceite de oliva  lo  constituyen  los 
esteroles,  entre  los  que  el  β‐sitosterol  es  el  mayoritario,  y  cuya  acción  está 
relacionada  con  una  disminución  en  la  absorción  del  colesterol  alimentario  [13]. 





UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
APLICACIÓN DE LA CROMATOGRAFÍA DE GASES-OLFATOMETRÍA EN LA CARACTERIZACIÓN 
DEL AROMA DEL VINAGRE DE VINO, DE LOS PISTACHOS Y DEL ACEITE DE OLIVA 
Laura Aceña Muñoz 






acciones  biológicas  van  desde  inhibir  la  nitrosación  o  atrapar  especies  oxigenadas, 
hasta quelar iones metabólicos, además de evitar la oxidación [14]. 





  El aceite  contenido en el  fruto  constituye el prototipo de  calidad,  la  cual varía 
según  la  variedad  y  la  zona  geográfica  donde  se  produzca  la  aceituna. 
Tradicionalmente,  los  criterios de  calidad  se determinaban por  catadores  expertos, 
que catalogaban el aceite en función de su flavor (olor, gusto y sabor), color y aspecto. 
Es la denominada calidad subjetiva. Actualmente, a esta evaluación de los caracteres 





  El  grado  de  acidez mide  la  intensidad  de  los  fenómenos  de  hidrólisis  que  se 
hayan  producido  en  los  triglicéridos,  fundamentalmente  por  la  acción  de  unas 
enzimas presentes en el propio sustrato, las lipasas. En las aceitunas, estas enzimas no 
están en contacto con el aceite, por lo que no pueden actuar. Pero si las prácticas de 
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  Existen algunos agentes externos  (la  luz,  la  temperatura o ciertos metales) que 
activan la molécula del ácido graso, al actuar como catalizadores. Así, en una primera 
etapa se forman radiales  libres, capaces de reaccionar en cadena con el oxígeno del 
aire  para  originar  radicales  peróxidos  e  hidroperóxidos.  En  una  segunda  etapa,  los 
peróxidos  formados  se  rompen,  dando  lugar  a  los  distintos  compuestos  volátiles 
(aldehídos, cetonas, etc.), responsables del cambio en el aroma del aceite rancio. Sin 
embargo,  este  proceso  se  ve  retardado  por  la  presencia  de  los  antioxidantes 
(especialmente,  los  tocoferoles),  que  actúan  como  protectores  y  aumentan  la 
estabilidad del aceite [2, 15]. 
  El índice de peróxidos es el método más utilizado para medir la cantidad total de 
hidroperóxidos,  que  son  los  primeros  productos  de  oxidación.  Por  tanto,  es  un 
indicador de la oxidación inicial del aceite. Se expresa en miliequivalentes de oxígeno 






conjugadas. Mientras  que  los  dienos  conjugados  absorben  a  232  nm,  los  trienos 
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  La  evaluación  de  las  características  organolépticas  de  un  aceite  es  un  criterio 
básico para determinar  su calidad. El color, el  sabor y el aroma  son  los parámetros 
principales que se evalúan, y tanto el vocabulario que debe emplearse en el análisis 
sensorial  [16],  como  las  copas  [17]  y  el  tipo  de  sala  de  cata  [18]  en  las  que  debe 







se  puede  determinar  instrumentalmente,  su  evaluación  suele  realizarse  de  forma 





panel,  que  es  quien  codifica  y  suministra  las  muestras,  recoge  los  formularios 
cumplimentados y  realiza un estudio estadístico  con  los  resultados. Esto  le permite 
establecer  la  valoración  organoléptica  del  aceite  de  oliva  virgen,  que  puede  ser 
irreprochable, bueno o defectuoso, y que,  junto con el resto de pruebas de calidad, 
permite clasificarlo en virgen extra o virgen [9, 10, 22]. 
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  La  cata  se  lleva  a  cabo  en  copas  de  cristal  coloreado  de  dimensiones 
establecidas, y a una temperatura próxima a los 28 ºC (la más adecuada para percibir 
los aromas). Cada catador se sitúa en una cabina, sentado, aislado, en un ambiente 
relajado, y debe anotar  las  sensaciones olfativas, gustativas,  táctiles y quinestéticas 
(presión  aplicada  a  la  muestra  en  la  cavidad  bucal)  que  experimenta  ante  cada 









• Atributos  aromáticos  secundarios:  únicamente  pueden  identificarse  en 










  En  cuanto  a  los  atributos  negativos,  los  principales  defectos  que  los  paneles 
oficiales  de  catadores  valoran  son  agrio,  avinado/avinagrado,  rancio,  metálico, 
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  El  aceite  de  oliva  virgen  es  una  importante  fuente  nutricional  para  el  ser 
humano, además de un factor preventivo en muchas enfermedades relacionadas con 
la nutrición, como son  la obesidad abdominal,  los elevados niveles de  triglicéridos y 
de  colesterol  “malo”  (LDL),  la  resistencia a  la  insulina o  la  intolerancia al azúcar,  la 




  El  aceite de oliva  virgen es un  alimento único. En primer  lugar, por  los  ácidos 
grasos que componen  los  triglicéridos, monoinsaturados en su mayoría,  frente a  los 
saturados y  los poliinsaturados que constituyen  las grasas animales y  los aceites de 






estómago,  con  efectos  beneficiosos  sobre  el  estreñimiento  crónico  y  las  úlceras 
gatroduodenales, a  la vez que  favorece  la actuación de  la vesícula biliar. Del mismo 
modo,  un  consumo  constante  y  adecuado  de  aceite  de  oliva  virgen  reduce  la 
incidencia  de  las  enfermedades  cardiovasculares,  ya  que,  tanto  el  ácido  oleico 
(principal  ácido  graso monoinsaturado  del  aceite  de  oliva),  como  los  compuestos 
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antioxidantes,  tienen efectos protectores y son capaces de  reducir  la aterosclerosis. 
Con  respecto  a  los procesos  cancerígenos,  en  los que  están  implicados  fenómenos 
oxidativos,  algunos  estudios  relacionan  la  ingesta  de  aceite  de  oliva  virgen  con  la 
disminución  de  la  aparición  de  ciertos  tipos  de  cáncer,  por  la  acción  de  los 
compuestos antioxidantes. Asimismo, este producto básico de  la dieta mediterránea 
mejora  la respuesta  inmunológica, ayuda a controlar el nivel de glucosa en sangre y, 
gracias  a  su  acción  positiva  sobre  el  estado  oxidativo  celular,  incide  directamente 






cetonas,  ésteres…)  que  se  producen,  principalmente,  a  través  de  distintas  rutas 
bioquímicas  [24, 25]. Estos compuestos aromáticos, que  forman parte de  la  fracción 
insaponificable del aceite, se generan durante  las primeras fases de extracción en  la 
almazara (el triturado y el batido) y a partir de los componentes de las aceitunas [2]. 
  Analizando  la  fracción  aromática  del  aceite  de  oliva  virgen,  es  interesante 
comprobar  que  el  60‐80%  de  la misma  está  constituida  por  compuestos  C5  y  C6, 
independientemente  de  la  variedad  y  zona  de  producción  [26].  Esto  se  debe  al 
mecanismo de  formación de estas sustancias, que está relacionado con  la acción de 
algunas enzimas sobre los ácidos grasos linoleico y linolénico [27]. Estos ácidos grasos 
forman  los  lípidos de  las membranas celulares de  los  frutos y se  rompen durante  la 
molienda,  lo que permite que  las enzimas  lipoxigenasa e hidroperóxido  liasa puedan 
actuar  sobre  ellos.  Estas  enzimas oxidan  y  escinden,  respectivamente,  estos  ácidos 
grasos  poliinsaturados  liberados,  de manera  que  se  generan  aldehídos  con  5  ó  6 
átomos de carbono en su estructura. Estos aldehídos son posteriormente reducidos a 
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alcoholes  por  las  alcohol  deshidrogenasas  y,  en  última  instancia,  la  alcohol 
aciltransferasa esterifica dichos alcoholes hasta producir ésteres [25]. 
  El  análisis  del  aroma  del  aceite  de  oliva  ha  sido  estudiado  por  diversos 
investigadores desde  la década de  los 70.  Inicialmente, el objetivo era  identificar  los 
compuestos  responsables del aroma  [28‐30], pero desde un principio se vio que  los 
aceites  procedentes  de  distintas  regiones,  aunque  con  una  composición  volátil 
cualitativa  similar,  diferían  notablemente  en  su  composición  cuantitativa  [29,  30]. 
Gracias a este hecho, pasó a caracterizarse el aroma del aceite de oliva para averiguar 




de  la  calidad,  la  variedad  y  el  origen  geográfico  [33],  o,  incluso,  en  función  de  los 
métodos  de  extracción  empleados  [34].  De  la  misma  manera,  estos  compuestos 
volátiles  han  podido  relacionarse  con  los  atributos  sensoriales  que  presenta  el 
producto final [26]. 
  Parte de las investigaciones se han centrado también en analizar el origen de los 
compuestos aromáticos, estudiando para ello  las enzimas  implicadas en  las distintas 
rutas metabólicas [27, 35, 36]. Pero no sólo  interesa conocer cuál es el origen de  las 
sustancias  responsables del  aroma:  la evolución de esos odorantes  a  lo  largo de  la 
vida útil del producto también constituye un  importante campo de estudio, dada su 
estrecha relación con la calidad organoléptica. 
  Existen  distintos  factores  capaces  de  alterar  el  perfil  aromático  del  aceite  de 
oliva,  entre  los  que  destacan  la  luz,  el  oxígeno,  la  temperatura  y  la  presencia  de 
metales  [11]. Todos ellos provocan un  incremento de  la oxidación, cuyo efecto más 
importante sobre  las características sensoriales es  la aparición de olores  indeseables 
por  el  desarrollo  de  ciertos  productos  secundarios  de  oxidación  volátiles  [15,  37]. 
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mayoría  de  los  trabajos  realizados  hasta  ahora  han  simulado  las  condiciones 
generalmente  implicadas  en  este  almacenamiento,  forzándolas  para  acelerar  el 
proceso [37, 38, 40]. Existen muy pocas  investigaciones en  las que se haya hecho un 
seguimiento del proceso natural [44]. 
  Por  ese  motivo,  en  el  trabajo  que  se  expone  a  continuación  y  que  ha  sido 
enviado a la revista Food Control para su publicación, se consideró interesante evaluar 
los efectos que un almacenamiento natural, no  forzado,  tiene  sobre el aroma y  los 
parámetros químicos de calidad del aceite de oliva virgen, a la vez que se estudiaba la 
acción ejercida por distintas atmósferas protectoras [45]. Además de los tradicionales 
parámetros  químicos  de  calidad  y  de  la  evaluación  sensorial,  se  analizaron  los 
compuestos  volátiles  implicados  en  el  aroma  del  producto  por  cromatografía  de 
gases‐olfatometría  (GCO).  De  esta  manera,  se  ha  podido  establecer  cuál  es  la 
evolución individual de cada compuesto aromáticamente activo a lo largo de todo un 
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life  (12  months)  under  three  different  atmospheres  (air,  nitrogen  and  argon)  is  reported. 
Considering  the  regulations  of  the  European  Commission,  this  evolution  was  assessed  by  the 
spectrophotometric  absorbance  at  232  nm  and  270  nm,  the  peroxide  values  and  the  sensory 
analysis. To better understand the aromatic changes, we also evaluated the evolution of the virgin 
olive  oil  aromatic  composition  over  time  by  gas  chromatography‐olfactometry  (GCO).  To  get 
representative aroma extracts  to be analysed by GCO,  the  solid‐phase microextraction applied  to 
the headspace of the sample (HS‐SPME) was optimized. The results obtained showed that although 
the values of  the parameters evaluated worsened over  time whatever  the atmosphere used,  this 
evolution  was  slowed  down  when  the  extra  virgin  olive  oil  was  bottled  under  a  protective 
atmosphere. However,  among  the different parameters  considered,  the  sensory  analysis  is much 




Keywords:  Olive  oil,  aroma,  evolution,  oxidation,  solid‐phase  microextraction  (SPME),  gas 
chromatography olfactometry (GCO) 
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olive oil. As  they are  the  least processed  forms of olive oil,  these extra virgin and virgin olive oils 
have more monounsaturated fats, mainly oleic acid. The fatty acid profiles of these two types of oils, 
together  with  the  presence  of minor  amounts  of  phenolic  constituents,  have  demonstrated  to 
provide great health benefits  (Mataix Verdú et al., 2008; Preedy & Watson, 2010). However,  this 
monounsaturation also promotes a shorter olive oil shelf  life, as  it  is prone to become rancid from 
oxidation which will produce changes on its high nutritional value and organoleptic characteristics.  
Taking  into account the problem that poses olive oil oxidation, both the conditions preventing the 
spreading  of  this  process  and  the  presence  of  antioxidants  play  an  important  role  on  the 
preservation of olive oil quality. Thus,  the effect of various compounds on virgin olive oil stability, 
such as tocopherols, carotenoids, chlorophylls, phenolic compounds or fatty acids, has been studied 
(Aparicio,  Roda,  Albi  &  Gutiérrez,  1999;  Baldioli,  Servili,  Perretti  & Montedoro,  1996;  Gallardo‐
Guerrero, Gandul‐Rojas,  Roca & Mínguez‐Mosquera,  2005; Gutiérrez‐Rosales, Garrido‐Fernández, 
Gallardo‐Guerrero,    Gandul‐Rojas  &  Minguez‐Mosuera,  1992;  Inarejos‐García,  Santacatterina, 
Salvador, Fregapane & Gómez‐Alonso, 2010; Morelló, Vuorela, Romero, Motilva & Heinonen, 2005; 








characteristic  sensorial  properties  implies  a  loss  of  quality.  Therefore,  to  emulate  this  oxidation 
process and to determine the evolution of the olive oil aroma compounds, some techniques such as 
accelerated  thermoxidation  (Morales,  Ríos  &  Aparicio,  1997)  or  UV  radiation  (Luna, Morales  & 
Aparicio, 2006) have been applied. However, there is a significant gap in the literature regarding the 
natural evolution of virgin olive oil aroma over time (i.e. with not forced oxidation). Indeed, usually, 
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Guil‐Guerrero,  2009)  and,  when  considering  the  evolution  of  the  volatile  composition  (Cavalli, 
Fernández,  Lizzani‐Cuvelier  &  Loiseau,  2004;  Di  Giovacchino  et  al.,  2002),  the  aroma  has  been 
evaluated as a whole with global scores (Di Giovacchino et al., 2002). 
The  purpose  of  the  present  paper  is  to  study  the  natural  evolution  of  olive  oil  during  its  usual 
maximum  shelf‐life  (12  months)  under  three  different  atmospheres:  air,  nitrogen  and  argon. 
Considering  the  European  Union  regulations  (EC  2568/1991;  EC  796/2002),  this  evolution  was 
assessed by spectrophotometric absorbance at 232 nm, spectrophotometric absorbance at 270 nm, 
peroxide  values  and  sensory  analysis.  To  better  understand  the  aromatic  changes,  we  also 
determined the evolution of the virgin olive oil qualitative composition by obtaining representative 








extracted  EVOO was  distributed  in  45  different  dark  glass  bottles:  15  of  them were  filled  under 
nitrogen atmosphere, other 15 were filled under argon atmosphere and the  last 15 were normally 







and  Lancaster  (Bischheim,  France)  and  their  purity  was  above  90%.  The  other  chemicals  and 
reagents  used were  purchased  from  Scharlab  (Barcelona,  Spain).  All  of  them were  of  analytical 
grade, except 2,2,4‐trimethylpentane (iso‐octane), that was of spectroscopy grade.  
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The  synthetic  sample  used  to  evaluate  the  response  (both  SPME  and  sensory)  over  time  was 
obtained by adding to a deodorized paraffin oil (used for a high vacuum pump) some different olive 
oil volatiles at the usual range of concentration of these compounds in real EVOO (Luna et al., 2006; 















by  a  panel  of  8  trained  assessors.  The  descriptors  employed  were  selected  considering  the 
indications specified  in Annex XII of the European Union Regulation (EC 2568/1991) which sets the 
criteria  required  for  organoleptic  assessment  of  EVOO  and  also  specify  the  specific  vocabulary 








a  discontinuous  scale  for  each  descriptor  from  0  (not  detected)  to  5  (maximum  detection).  The 
coefficients of variance of each single panellist for every sample replicates were less than 10%. 
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to  get  the  grading  of  an  olive  oil.  Indeed,  although we  chose  some  of  the  sensory  descriptors 
recommend by the International Olive Oil Council (IOOC) and the European Union Regulations, the 




The  volatile  compounds  of  EVOOs  were  extracted  and  concentrated  by  using  the  solid‐phase 
microextraction (SPME) applied to the headspace (HS) of the samples (HS‐SPME) and employing the 













µm  i.d.  to  minimize  peak  broadening.  The  temperature  of  the  FID  was  set  at  250  ºC. 





capillary  column  with  helium  as  carrier  gas  at  a  constant  flow‐rate  of  1  mL  min‐1.  The  oven 
temperature program was 40 ºC  (5 min), 2 ºC min‐1  to 120 ºC and  then 10 ºC min‐1  to 210 ºC  (30 
min). 
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The  olfactory  detector  employed  to  carry  out  the  GCO  analyses  was  commercialized  by  SGE 
International (Ringwood, Australia). This device has an outlet splitter system (ODO‐I) that provides a 
variable  range  of  split  ratios  by  a  micro  control  valve  (OSS‐2).  The  split  ratio  used  in  the 
olfactometric  analysis was  1:10  into  the  FID  and  into  the  sniffing  port,  respectively,  achieved  by 
using  two  deactivated  and  uncoated  fused  silica  capillaries  (40  cm  x  0.25 mm)  as  transfer  lines 
between  the  valve  and  the detectors.  The olfactory detector  also  incorporates  a heated  transfer 
section from the GC oven to the glass detection cone that maintains the unit at a temperature high 









the  odour  quality  perceived  at  the  sniffing  port,  the  retention  index  (RI)  on  the  two  stationary 
phases  of  different  polarity  above  specified  and  the mass  spectra  obtained.  To  calculate  the  RI 
values, we added a series of n‐alkanes (from 6 to 26 carbon atoms) to an EVOO sample which was 
extracted by SPME and analysed under the GC conditions aforementioned.  
The  mass  spectra  of  the  different  odorants  were  obtained  using  a  Hewlett‐Packard  6890  gas 
chromatograph  coupled  to a Hewlett‐Packard 5973 quadrupole mass  spectrometer. Mass  spectra 
were  recorded  by  electronic  impact  ionization  at  70  eV.  The  interface,  ion  source  and  mass 
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The  last  stretch  seemed  to  reach  a  decrease  in  oxygen  availability  which  would  avoid  further 
peroxide production and,  therefore, slow down  the  increase of  the PV. However, when  the EVOO 
was stored with an inert gas, it could be observed a significant increase (α < 0.05) on the PVs along 
the  first  trimester  for both  the argon  (Ar) and  the nitrogen  (N2) samples but  then,  this parameter 
raised more slightly and its values were always significantly lower (α<0.05) than those corresponding 
to the air. This behaviour could be attributed to the fact that the EVOO poured into the dark bottles 
under  inert  atmosphere  contained  oxygen  dissolved  which  could  have  oxidized  the  oil  at  the 
beginning of the storage. On the other hand, when comparing the two inert gases evaluated, it can 
be  stated  that, although  the PVs  corresponding  to  the Ar atmosphere were always  slightly  lower 
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parameter  nearly  became  constant.  Thus,  from  the  third month  it  could  be  observed  that  the 
highest K232 values corresponded to the EVOO stored under air and, from the sixth one, the values of 


















As  it can be seen, when the storage atmosphere was an  inert gas, the slight  increment of the K270 
value observed was not  significant  for any period of  time evaluated. However, when using air as 
storage atmosphere, the value of this parameter increased significantly over time except during the 
last  trimester. Nevertheless, although some studies state  that  this variation during storage makes 
this parameter  suitable  for determining  the  time at which an EVOO will  lose  its  “extra”  category 
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low  temperatures  help  the  stability  of  this  parameter.  This  temperature  effect  could  be  also 
observed  in Figure 3 where  it  is  shown  that  the  slighter  increase of  the K270 parameter occurred 




















As expected,  the evaluation of  the olive oils over  time  showed a decrease  in  the  intensity of  the 
positive attributes with the storage time whatever the atmosphere tested. However, the intensity of 
the  negative  ones, which  showed  very  low  values  initially,  did  not  display  important  variations 




“used oil”. However,  in  that case  the oxidation was  forced and prolonged  for several hours, what 
resulted  in  unpleasant,  rancid  and  penetrating  aromatic  notes  that we  did  not  find  because  our 
EVOO was only subjected to natural oxidation. 
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results  showed  that, whereas  2.5  g  of  sample  gave  the  highest  variability  on  the  response  (RSD 
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between  10  and  20%)  the  amounts  of  5  and  10  g  provided  responses  no  significantly  different  
(α<0.05). So, for practical reasons, the smallest amount of sample was chosen. Related to the time 
necessary  to  reach  the equilibrium between  the  three phases  (sample, headspace and  fibre),  it  is 
well known that the extraction rate  is strongly  influenced by the temperature, so both parameters 
(time  and  temperature) were  studied  simultaneously. With  this  aim we  designed  a  2^2  factorial 
design plus an experiment  in  the centre of  the domain which  ranged  from 30  ºC  to 50  ºC  for  the 
temperature and  from 30 min  to 3 hours  for  the  time. The different experiments were  randomly 







detects oxidative deterioration before changes  in  the other parameters can be observed  (Kalua et 
al.,  2007; Vichi  et al.,  2003b). However,  these  studies only  emphasise  the  importance of  volatile 
compounds to detect the early stages of olive oil deterioration but they do not check the real impact 
of  these  volatiles  on  the  sensory  analysis  changes.  Indeed,  some  oxidation  compounds  such  as 
nonanal or hexanal have been selected as markers of oxidative status of EVOO because of  its high 





out over a year, one of  the most  important drawbacks was  to ensure  that  the  researchers would 
evaluate  the samples considering a similar  intensity scale over  time. To get  reliable  results,  in  the 
present study we proposed the use of a synthetic sample which was analysed before each one of the 
quarterly  GCO  analysis  sessions.  This  sample  consisted  on  a  paraffin  oil which was  spiked with 
different  compounds  at  similar  concentrations  to  those  found  in  real  EVOO,  as  explained  in  the 
chemical and reagents section. From the  intensities perceived  in  the GCO effluent when analysing 
this sample, the three trained researchers refreshed the scale of intensities. 
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Table 1  shows  the odour‐active  compounds detected by GCO and  their  intensity evolution when 
analysing the olive oil stored under different atmospheres along different periods of time. As it can 
be observed, we  found a similar behaviour  for most of  the compounds whatever  the atmosphere 
used  although  it  has  to  be  noted  that,  when  dealing  with  air,  changes  were  usually  more 
pronounced. A  comparison with  literature  data  is  difficult  because  of  the  great  variability  of  the 
volatile compositions, which depend on several parameters such as the ripeness stage of the olives 





over  time. However, although  the amount of  the saturated aldehydes suffered a greater  increase 
during the oxidation process ‐mainly nonanal and hexanal as it has been previously described (Luna 
et al., 2006; Morales et al., 1997)‐ the unsaturated ones have, sometimes, a greater contribution to 
the overall aroma because of their much  lower odour thresholds  (Angerosa et al., 2004). This  fact 
can  explain  why,  although  octanal  and  nonanal  gave  chromatographic  peaks  in  all  the  stages 
studied, their aromatic contribution was only detectable at an  intermediate or advanced oxidation 
stage, when the chromatographic signal had increased three times. The odour threshold effect was 
also  found when we  considered  the  Z  and  E  isomers  of  2‐nonenal.  In  this  case,  although  both 
compounds showed an  increase on  its chromatographic peak along the time, the concentration of 





presented  very  high  intensities  on  the GCO  analyses,  dominates  in  the  composition  of  the  good 
quality European EVOOs (Flamini, 2007; Kalua et al., 2004; Kirisakis, 1998). Its chromatographic peak 
showed  a  negative  trend  over  time  that was  translated  in  a  decreasing  behaviour  of  its  sensory 
evolution as occurs with (Z)‐3‐hexenal. 
On  the  other  hand,  in  a  general  way,  oxidation  promotes  a  content  decrease  of  the  different 
identified  esters  (Morales  et  al.,  1997)  and,  as  shown  in  Table  1,  this  fact  implied  an  intensity 
diminution of their individual perceptions. This common sensory reduction was perfectly correlated 
with  the  loss of  the  fruity  character of  the  EVOO  studied over  time,  since  these  compounds  are 
usually related to this attribute. This behaviour, together with the one observed for the aldehydes, 
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nonoxidized  EVOO, were  noted  to  increase  their  concentration when  the  oxidation was  induced 
(Vichi et al., 2003a). 
When considering the odour active acids, it is known that carboxylic acids higher than C3 are linked 





carbon  atoms,  are  linked  to positive  sensory  characteristics. As  it  is  specified  in Table 1, both 1‐
penten‐3‐one and 1‐hexen‐3‐one are perceived as pungent aromas which contribute to the positive 












the  interaction among  the different aromatic  compounds and also with other  components of  the 
sample matrix, we can conclude that the results obtained when analysing the aroma extracts with 
GCO  allowed  to  correlate  the  sensory  perception  of  the whole  aroma  with  the  aroma  of  each 
individual component of that whole aroma. 
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ethyl isobutyrate methyl 2-methylbutanoate
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with  the  results  given  by  other  authors,  according  to whom  EVOO  collected  from  the  previous 
harvesting season and stored under nitrogen atmosphere did not show appreciable quality changes, 
in terms of quality indices. 
On  the  contrary,  a  different  behaviour was  observed  if  the  sensory  evaluation was  taking  into 
account. When stored under an inert atmosphere, the olive oil could be considered EVOO during all 
the period of  time studied. However, when storing EVOO  together with air  in  the bottle, samples 
lost their “extra” quality only after 9 months of storage. This behaviour is due to the important loss 
of positive notes and  the appearance of  some negative attributes over  time. Moreover,  the GCO 
analyses  which  allowed  the  individual  evaluation  of  the  aromatic  compounds  showed  a  great 
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  Como  ya  se  ha  comentado  en  los  objetivos  de  esta  tesis  doctoral,  y  se  ha 
constatado a  lo  largo de esta memoria, el aroma de  los alimentos está  íntimamente 
relacionado  con  la  calidad  y  su  análisis  constituye  uno  de  los mayores  retos  para 
quienes  trabajan  en  el  mundo  de  los  aromas.  No  sólo  por  la  gran  cantidad  de 
compuestos  volátiles  implicados,  cada  uno  con  una  cualidad  aromática  y  unas 
propiedades  químicas  diferentes,  sino  también  por  el  amplio  rango  de 
concentraciones  en  las que  estos odorantes  aparecen,  a  lo que hay que  añadir  las 
dificultades que introduce la propia naturaleza de las matrices alimentarias.  
  Por  este  motivo,  los  trabajos  desarrollados  y  aquí  presentados  pretenden 
contribuir  de  algún modo  al  avance  en  este  campo  de  investigación.  Además  de 
haberse estudiado la idoneidad de dos técnicas distintas para extraer los compuestos 
volátiles  de  los  alimentos,  también  se  ha  aplicado  la  cromatografía  de  gases‐
olfatometría  para  caracterizar  los  odorantes  responsables  del  aroma  de  ciertos 
productos típicos de  la dieta mediterránea, así como para evaluar  la evolución en el 
tiempo de su calidad sensorial.  





fase  sólida  sobre  el  espacio  de  cabeza  (HS‐SPME)  y  la  extracción  directa  con 




de  análisis precisos,  con  coeficientes de  variación de  la  repetitividad  (2,9% para 
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SPME  ha  demostrado  ser  una  técnica más  precisa,  al  proporcionar  valores    de 
coeficientes de variación considerablemente menores. 
3.‐ De  entre  las  distintas  fibras  de  SPME  utilizadas,  se  ha  comprobado  que  las 
recubiertas  por  una  fase  estacionaria  de  Divinilbenzeno/Carboxen/ 
Polidimetilsiloxano  (DVB/CAR/PDMS)  son  las  más  eficaces,  ya  que  permiten 
extraer  un  mayor  número  de  compuestos  aromáticos.  Y  este  hecho  se  ha 
confirmado  tanto  para  la  extracción  de  matrices  alimentarias  líquidas  como 
sólidas. 
4.‐ Se ha  constatado  la necesidad de  trabajar  con matrices  sintéticas  semejantes  a 
aquéllas  que  se  están  analizando.  De  otro modo,  la  extracción  de  los  distintos 
odorantes para  llevar a cabo  los estudios de cuantificación o  la evaluación de  las 





para  el  análisis mediante  la GCO.  Sin  embargo,  la  SPME  constituye  una  técnica 




2.‐ Las  dos  variantes  de  la  técnica  de  dilución  AEDA  empleadas  con  la  SPME  han 
resultado válidas para establecer una jerarquización de los compuestos aromáticos 
de los distintos alimentos analizados en función de su potencia aromática.  
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ha  comprobado que  el método de pretratamiento de  las muestras desarrollado 
para el análisis olfatométrico puede utilizarse con fines cuantitativos, a pesar de la 
diversidad  química  de  los  odorantes  implicados  y  del  amplio  abanico  de 
concentraciones en las que estos aparecen. 
4.‐ Asimismo,  se  ha  verificado  que  la  GCO  es  una  técnica  indispensable  para  la 
caracterización  del  aroma  de  los  alimentos,  la  única  que  permite  detectar  de 
forma  individual  aquellos  compuestos  que  realmente  contribuyen  al  aroma. De 
este modo se han podido identificar por vez primera 13 potentes odorantes en las 
distintas muestras de vinagre de Jerez estudiadas: la 3‐isopropil‐2‐metoxipirazina, 
la  3‐isobutil‐2‐metoxipirazina,  el  trisulfuro  de  dimetilo,  el  metanotiol,  la  β‐
damascenona, el (E,E)‐2,4‐decadienal, el trans‐cinamato de etilo, el (E)‐2‐nonenal, 
la  1‐octen‐3‐ona,  el  nonanal,  el  octanal,  el  3‐metilbutanal  y  el  2‐metilbutanal. 
Debido  a  las  bajas  concentraciones  en  las  que  aparecen  o  al  solapamiento  con 
otros picos cromatográficos, todos estos compuestos habían sido ignorados hasta 
la  fecha  por  las  investigaciones  en  las  que  no  se  empleaba  la  detección 
olfatométrica. 
5.‐ Del  mismo  modo,  la  GCO  ha  permitido  caracterizar  por  primera  vez  el  perfil 
aromático  de  dos  variedades  distintas  de  pistachos  tostados  y,  además,  ha 
confirmado  los datos obtenidos a partir del análisis sensorial de  las muestras:  la 
variedad  con  una mejor  evaluación  sensorial  global  ha  demostrado  ser  la  que 
presenta  un mayor  número  de  regiones  odoríferas,  detectables  por  GCO  hasta 
factores de dilución más altos. 
6.‐ Respecto  al  aceite de oliva  virgen extra,  la GCO ha demostrado  ser una  técnica 
válida para evaluar  la calidad sensorial de este alimento a  lo  largo del tiempo, ya 
que es capaz de permitir  la detección de algunas anomalías organolépticas antes 
que ciertos parámetros químicos tradicionalmente empleados con este fin.  
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• Aplicar  la técnica de  la GCO en el estudio el perfil aromático de  las distintas 
variedades  de  pistachos  ya  analizados,  pero  antes  de  ser  sometidos  al 
tostado.  Así  se  podrá  completar  la  investigación  iniciada  identificando  los 
odorantes que provienen de la materia prima y los que se generan gracias al 
proceso de elaboración.  
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